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RESUMEN 
 
La presente investigación en la especie Iresine spiculigera, familia Amaranthaceae, es la 
primera en el conocimiento de sus metabolitos secundarios y como un posible control biológico 
para plagas del cultivo de arroz. Por lo tanto, se dividió en dos etapas: La primera consistió en 
la caracterización de los metabolitos secundarios; la cual comenzó con la clasificación 
taxonómica en el HUQ; luego se efectuó la caracterización inicial a partir del ETT de hojas, 
tallos y sinflorescencias, se encontró presencia variable de alcaloides, triterpenos, esteroides, 
flavonoides, leucoantocinidinas, taninos, saponinas, lactonas terpénicas, ausencia de 
naftoquinonas, antraquinonas, cumarinas, cardenólidos, lactonas insaturadas y glicósidos 
cardiotónicos; posteriormente la caracterización final por extracción y fraccionamiento en 
columna, y su posterior análisis en CCD, se determinó la presencia abundante de terpenos, 
saponinas, taninos, flavonoides, ausencia total de glucósidos cardiotónicos, y alcaloides en su 
mayoría ausentes; además se realizó la purificación de 13 fracciones de Pc seleccionadas y 
cromatografía preparativa en columna con sílica gel (1 fracción). La segunda consistió en la 
evaluación del potencial citotóxico, donde se efectuaron observaciones de características físicas 
de las cepas de la bacteria Burkholderia glumae y el hongo Pyricularia oryzae; además se 
determinó la actividad antibacteriana y antimicótica de 132 fracciones finales por la técnica de 
microdilución en agar mediante análisis concentración inhibitoria mínima por observación y 
lectura de absorbancia a 600nm en intervalos de tiempo de 20min-80min; con un resultado del 
100% CIM negativo para la actividad antimicótica, y 47 fracciones finales confirmadas con CIM 
positiva, con un porcentaje de inhibición entre -8,97% C2 (20min) - 32,33% B1(80min) mediante 
Anova multifactorial; finalmente el ensayo de viabilidad con Células Vero y resazurin por 
lectura del Delta (∆) de las absorbancias mediante Anova simple, se estableció con un porcentaje 
de viabilidad promedio superior al 89,68% para la actividad antibacteriana.   
 
 
PALABRAS CLAVE: actividad antibacteriana, actividad antimicótica, concentración 
inhibitoria mínima, cromatografía en capa delgada, extracto vegetal etanólico total, fracciones, 
hojas, Iresine spiculigera, metabolitos secundarios, sinflorescencias, tallos. 
  
  
 
 
ABSTRACT 
 
This investigation in the species Iresine spiculigera, Amaranthaceae family, it is first in the 
knowledge of its secondary metabolites and as a possible biological control of rice pests. Thus, it 
divided in two stages: The first consisted of the characterization of secondary metabolites; the 
one that star with  taxonomic classification at HUQ; initial characterization from a ETT of 
leaves, stems and synflorescences, it was found with variable presence of alkaloids, triterpenes, 
steroids, flavonoids, leucoantocynidins, tannins, saponins, terpene lactones no naphthoquinone, 
anthraquinone, coumarins, cardenlides, unsatured lactones and cardiac glucosids; furthermore the 
final characterization of secondary metabolites by extraction and division in column and 
subsequently CCD analysis, it was determined the abundant presence of terpenes, saponins, 
tannins, flavonoids, a total absence of cardiac glucosids, alkaloids mostly absent; the purification 
of 13 selected fractions Pc and the preparative chromatography in column with sílica gel (1 
fraction). The secondary consisted of the evaluation of cytotoxic potential, where observation 
were made of physical characteristic of the strains of the bacterium Burkholderia glumae and the 
fungus Pyricularia oryzae, also it was determined the antibacterial and antifungal activity of 132 
final fractions by microdilution agar through minimum inhibitory concentration analysis for 
observation and absorbance reading of 600nm in time intervals of 20min-80min, with a result 
100% negative CIM for antifungal activity, and 47 final fractions with positive CIM, with a  
inhibition percent between -8,97% C2(20min) - 32,33% B1(80min) by multifactorial Anova; 
finally the viability assays with Vero Cell and resarzurin for  Delt (∆) a reading absorbance by 
simple Anova, it was established with higher average viability percent to 89,68%, for 
antibacterial activity.  
 
KEYWORDS: antibacterial activity, antifungal activity, fractions, Iresine spiculigera, leaves, 
secundary metabolites, minimum inhibitory concentration, stems, synflorescences, thin layer 
chromatography, total ethanolic plan extract.  
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 INTRODUCCIÓN 1.
 
 
Con el pasar del tiempo los cultivos han sido atacados por diversidad de hongos y bacterias, 
controlados con fungicidas y bactericidas, como la única salida de los agricultores para recuperar 
sus cultivos y mitigar las pérdidas económicas. Solución que está generando problemas 
ambientales como: resistencia de las plagas, problemas de salud en los agricultores y sus 
familias, muerte de animales domésticos, contaminación ambiental y desestabilización del 
equilibrio natural. Por estas razones es clave un manejo sostenible de los cultivos con el uso de 
controladores naturales o plaguicidas de origen vegetal que disminuyan el impacto ambiental y 
beneficie económicamente a los agricultores.  
 
Para implementar el uso de plaguicidas de origen vegetal se precisan conocimiento de 
fitoquímica de las especies vegetales, principalmente los metabolitos secundarios y sus 
propiedades.  
 
Los metabolitos secundarios son sintetizados por la planta, intervienen en las interacciones 
ecológicas entre el vegetal y su ambiente como mecanismos de defensa, atracción de 
polinizadores, síntesis de sustancias tóxicas, y no son impredecibles en las funciones esenciales 
como la supervivencia, crecimiento y reproducción, que se encargan los metabolitos primarios 
[Ávalos y Pérez-Urria, 2009; Bennett y Wallsgrove, 1994]. 
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Además los metabolitos secundarios en las plantas destinan una cantidad significativa del 
carbono asimilado y de la energía a la síntesis de una amplia variedad de moléculas orgánicas 
que no parecen tener una función directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilación de 
nutrientes, transporte de solutos o síntesis de proteínas, carbohidratos o lípidos; no presentan una 
función definida en estos procesos y su presencia es variable entre los grupos de plantas. Se 
sintetizan en pequeñas cantidades y de forma limitada, su producción es restringida a un 
determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies [Ávalos y Pérez-
Urria, 2009]. 
 
Presentan diversas funciones a saber: Ecológicas, específicas como atrayentes o repelentes de 
animales, donde la atracción de insectos polinizadores o animales, de acuerdo a la coloración de  
flores y frutos, son esenciales en la reproducción como dispensadores de semillas; y protectora 
contra la predación al actuar como repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, 
haciéndolas indigestas o venenosas e intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas 
frente a diferentes patógenos, actuando como pesticidas naturales [Ávalos y Pérez-Urria, 2009]. 
 
Por lo tanto, para realizar esta investigación surge la pregunta ¿Qué metabolitos secundarios 
se encuentran en el extracto vegetal etanólico total (hojas, tallos, sinflorescencias) de la especie 
Iresine spiculigera y cuál es su potencial fungicida en el hongo Pyricularia oryzae y bactericida 
en la bacteria Burkholderia glumae?. 
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 JUSTIFICACIÓN 2.
 
 
Colombia por ser un país tropical, presenta condiciones muy variadas en sus climas y amplia 
diversidad biológica, reflejadas tanto en la presencia de microorganismos que afectan a los 
cultivos agrícolas y forestales, a la producción animal y a la salud, como el disponer de agentes 
naturales para el control biológico; sin embargo, el desconocimiento de la agroecología y el 
sistema sociopolítico imperante, nos lleva a continuar produciendo dentro de las concepciones de 
la Revolución Verde [Álvarez, 2010]. 
 
Ante la alta variedad de plaguicidas ofertados y disponibles, los ataques progresivos de las 
plagas, debidos al desconocimiento de los Agroecosistemas y a las prácticas agroecológicas, con 
una débil capacitación y asistencia técnica, la tendencia en los productores se orienta hacia el uso 
excesivo e indiscriminado de tales productos, repercutiendo visiblemente en la salud por 
intoxicaciones crónicas y agudas, además de los efectos ambientales sobre el suelo, el agua, el 
aire y la biodiversidad [Álvarez, 2010]. 
 
En vista de la problemática actual del uso de los plaguicidas en Colombia, y pensando en una 
alternativa amigable con el ambiente, este proyecto busca evaluar el potencial citotóxico que 
tiene la especie Iresine spiculigera como agente fungicida y bactericida para combatir el hongo 
Pyricularia oryzae y la bacteria Burkholderia glumae que afectan al sistema agrícola.  
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 OBJETIVOS 3.
 
 
 
3.1. Objetivo general. 
 
Realizar una caracterización de los metabolitos secundarios y una evaluación del potencial 
citotóxico de la especie Iresine spiculigera. 
 
 
 
3.2. Objetivos específicos. 
 
Efectuar el proceso de obtención del extracto vegetal etanólico total de hojas, tallos y 
sinflorescencias de la especie Iresine spiculigera. 
 
Realizar una caracterización inicial y final de los metabolitos secundarios a partir del extracto 
vegetal etanólico total de las hojas, tallos y sinflorescencias obtenido de la especie Iresine 
spiculigera. 
 
Ejecutar un proceso de evaluación de la especie como agente fungicida en el hongo 
Pyricularia oryzae y bactericida en la bacteria Burkholderia glumae, utilizando las fracciones 
finales hojas, tallos y sinflorescencias (1 y 2) de Iresine spiculigera.  
 
  
5 
 
 
 MARCO TEÓRICO 4.
 
 
4.1. Metabolismo secundario. 
El metabolismo secundario se puede definir como la biosíntesis, la transformación y la 
degradación de los compuestos endógenos mediante proteínas de especialización, las cuales se 
han formado como resultado de los procesos de diferenciación y se clasifican según su 
significación biológica y función en la célula productora [Valdés y Balbín, 2000]. 
 
En algunos casos se conoce que interviene en las relaciones de competencia con otras plantas, 
actuando como agentes alelopáticos y controlando invasiones de hongos y bacterias [Harborne, 
1993]. Igualmente, participa en relaciones de mutualismo, en la atracción de polinizadores y 
dispersores de semillas [Ramos et al., 1998]; en funciones defensivas causando toxicidad [Foo et 
al., 1997]; como protección contra la radiación ultravioleta y la desecación [Ghasempour et al., 
1998]; como reserva de material nitrogenado [Poulton, 1990]; en la fijación del N2 atmosférico, 
la formación de nódulos y la relación simbiótica en las raíces de las leguminosas [Stafford, 
1997]. 
 
 
4.1.1. Importancia en las plantas. 
Existen varias razones fundamentales para estudiar los metabolitos secundarios en las plantas 
según Sanabria (1983): 
 
 Interés científico de conocer la constitución química de las plantas. 
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 Estudio de la biosíntesis de las sustancias de las plantas. 
 
 El conocimiento de su presencia en las diferentes especies de plantas, es un criterio 
importante para ayudar a la determinación taxonómica de las mismas, estos estudio hacen 
parte de la Quimiotaxonomía. 
 
  Importancia económica de tipo industrial como son: taninos, aceites fijos, aceites 
esenciales y sustancias que sirven como precursores para la síntesis de otros compuestos 
con estructuras más compleja. 
 
  Tienen interés por su actividad biológica, distinguiéndose dos grupos: (a) Como 
constituyentes de las plantas con acción tóxica,  para tratar envenenamientos humanos o 
de animales, en el que todo tóxico es un fármaco en potencia dependiendo de la dosis. (b) 
Como medicamento, un ejemplo es el estudio de Farnsworth y Morris (1976), donde 
encontraron que el 41,2% de los fármacos tuvieron un principio activo de origen natural.       
 
 
4.1.2. Agrupación de los metabolitos secundarios.  
4.1.2.1. Terpenos y esteroides. 
4.1.2.1.1. Isoprenoides 
Los terpenoides (isoprenoides), son compuestos no saturados compuestos por C é H ó C, H, 
O, de estructura no aromática. Se forman a través de la ruta de condensación isoprénica del ácido 
mevalónico [López-Casamayor, 2007]. 
 
Constituyen el grupo más numeroso de metabolitos secundarios (más de 40.000 moléculas 
diferentes), desde formas sencillas a estructuras complejas (saponinas) o mezclas complejas 
(aceites esenciales). Incluyen hormonas (giberelinas y ácido abscísico), pigmentos carotenoides 
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(carotenos y xantofilas), esteroles (ergosterol, sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles 
(glicósidos cardiacos), látex y aceites esenciales que proporcionan el olor y el sabor característico 
de las plantas [Ávalos y Pérez-Urria; 2009, López-Casamayor, 2007]. 
 
Los terpenos pueden ser acíclicos (con la cadena de carbono ramificada), monocíclicos, 
bicíclicos o policíclicos. Poseen uno o varios carbonos asimétricos. Se clasifican por el número 
de unidades de C5 que forman la estructura del isoprenoide: (1) Hemiterpenos C5, de escaso 
valor farmacológico; (2) Monoterpenos C10, fuentes de aceites esenciales (Ilustración 1 a-d); (3) 
Sesquiterpenos C15, se encuentran libres formando parte de aceites esenciales o como lactonas 
sesquiterpéncias; (4) Diterpenos C20, giberelinas y el fitol, de cadena abierta que forma parte de 
la estructura de las clorofilas (Ilustración 2); (5) Triterpenos C30, fuentes del reino vegetal; (6) 
Tetraterpenos C40, carotenoides (Ilustración 3); (7) Poliisoprenoides (C5)n, hidrocarburos de 
alto peso molecular caucho (Ilustración 4) y gutapercha (Ilustración 5) [López-Casamayor, 
2007]. 
a)     b)          c) d)   
Ilustración 1: Estructuras químicas de monoterpenos: a) limoneno, b) limón, c) mentol, d) hoja de menta. Tomado 
de [1-4]. 
 
 
 
Ilustración 2: Estructura química de diterpeno: ácido giberélico y del fitol que forma parte de la clorofila. Tomado de 
Ávalos y Pérez-Urria (2009). 
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Ilustración 3: Estructura química de β caroteno. Tomado de [5]. 
 
 
  
Ilustración 4: Segmento de una cadena de polímeros de caucho natural. Tomado de [6]. 
 
  
Ilustración 5: Segmento de una cadena de polimérica de la gutapercha. Tomado de [6]. 
 
 
Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas y fragancias en 
alimentación y cosmética, o por su importancia en la calidad de productos agrícolas. Otros 
compuestos terpenoides tienen importancia medicinal por sus propiedades anticarcinogénicas, 
antiulcerosas, antimaláricas, antimicrobianas [Ávalos y Pérez-Urria, 2009].  
 
 
4.1.2.1.1.1. Lactonas sesquiterpénicas (Sesquiterpenos)  
Son sustancias incoloras, amargas y relativamente estables; se sintetizan en la planta por 
oxidación de compuestos formados por la ciclación del pirofosfato de farnesilo, obteniendo 
esqueletos carbonados básicos, de los cuales se derivan muchas de las lactonas 
sesquiterpénicas como: Germacranólidos (Ilustración 6a), guayanólidos, eudesmanólidos, 
pseudoguayanólidos, eremofilanólidos y helenanólido (Ilustración 6b), también son tóxicas 
para vertebrados (Helenium amarum),  poseen actividad antiprotozoaria (Eremanthus 
elaegnus inhibe Schistosoma mansoni), son alelopáticas (Vernonia hymenolepsis posee 
vernolepina), y antimicrobianas, citotóxicas y antitumorales  [Sanabria, 1983].   
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a)                b)     
Ilustración 6: Estructuras químicas de lactonas sesquiterpénicas: a) Germacranólidos (Custunólido), b) 
helenanólido (Helenalina). Tomado de [7-8]. 
 
 
 
4.1.2.1.1.2. Triterpenos  
Son compuestos biosintetizados por condensación isóprenica. Los triterpenos que forman 
parte de las saponinas son importantes [Ávalos y Pérez-Urria, 2009]. El triterpeno más sencillo y 
precursor de todos los esteroides y triterpenoides es el escualeno (Ilustración 8); por su 
precalentamiento enzimático se puede formar en principio compuestos tetracíclicos y 
pentacíclicos: Los tetracíclicos como el lanosterol (Ilustración 8) presente en tejidos animales y 
aislado de Euphorbia electa y da lugar al núcleo fundamental de los esteroides colesterol (C27) 
(Ilustración 7a), ergosterol (C28), β sitosterol (C29) [Beyler, 1960; Heftman, 1970]; están 
presentes en las Cucurbitáceas y poseen alta toxicidad, de ahí sus propiedades necrosantes 
[López-Casamayor, 2007]. Los pentacíclicos son abundantes en las plantas y pueden ser tipo 
ursano (α-amirina), oleanano (β amirina) (Ilustración 7b), lupano (betulina), hopano y friedelano 
[Nicholas, 1973]. Son activas al ser combinadas con azúcares (saponósidos), como ocurre en el 
ácido glicirrético (regaliz), tiene propiedades antiinflamatorias [López-Casamayor, 2007].  
 
a) b)  
 
Ilustración 7: Estructuras química de triterpenoides: a) terecíclico (colesterol), b) pentacíclico (α-amirina, β 
amirina). Tomado [9-10]. 
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Ilustración 8: Estructuras química de triterpenoides del Escualeno y lanoterol. Tomado [11]. 
 
 
Estas sustancias poseen propiedades farmacodinámicas variadas, en relación con las 
diferentes funciones ligadas al esqueleto terpénico; algunas son irritantes de la piel y mucosas 
por lo que son utilizadas como rubefacientes, antisépticos (geraniol), vermífugos, abortivos 
[López-Casamayor, 2007]. También existen triterpenos con actividad antiinflamatoria en 
Polylepis racemosa y Dyospiros leucomelas [Suntornsuk, 2002]. Recientemente se han detectado 
propiedades anticancerígenas en los triterpenos de Scaevola Spinescens [Ghisalberti, 2004]. 
 
 
4.1.2.1.2. Esteroides. 
El nombre genético esteroide se emplea para designar sustancias con estructura 
ciclopentanoperhidrofenantrénica, con dos restos de metilo en las posiciones 10 y 13. Se pueden 
clasificar según Fieser y Fieser (1961) en: (1) Esteroles: son derivados de los esteroides 
alcohólicos, poseen cadena lateral de 8, 9, ó 10 átomos de carbono, siempre con un grupo 
oxhidrilo en posición 3; los más abundantes en plantas son el estigmasterol y el sitosterol, que 
sólo difiere del estigmasterol en la ausencia del doble enlace entre C22 y C23 (Ilustración 9) 
[Ávalos y Pérez-Urria, 2009; López-Casamayor, 2007]. (2) Estanoles: esteroides fuertemente 
saturados. (3) Estenoles: se designan así a los estanoles que introducen en su molécula una 
instauración y un grupo oxhidrilo en posición 3. (4) Dihidroxiestenoles: monoinsaturados con 
dos grupos oxhidrilo [López-Casamayor, 2007]. 
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Ilustración 9: Estructura química de esteroles estigmasterol y sitosterol. Tomado de Ávalos y Pérez-Urria (2009). 
 
 
La principal función de los esteroles en plantas es formar parte de las membranas y 
determinar su viscosidad y su estabilidad. Algunos esteroles tienen funciones protectoras frente a 
insectos como en el caso de la ecdisona aislada del helecho común (Ilustración 10). Los esteroles 
y estanoles hacen decrecer el nivel de colesterol [Neil et al., 2002]; los esteroles disminuyen la 
absorción de los antioxidantes solubles en agua, como carotenoides y tocoferoles y los efectos 
del cáncer de próstata, el sitosterol mejora la hiperplasia benigna, y en cáncer de colon, el 
sitosterol   parece tener un efecto protector de proliferación de células epiteliales [De Jong et al., 
2003].  
  
 
 
 
 
Ilustración 10: Estructura química de la ecdisoma. Tomado de [12]. 
 
 
4.1.2.2. Saponinas.  
Son metabolitos secundarios que aparecen normalmente como heterósidos que son solubles en 
agua y en disolventes orgánicos polares (etanol, metanol) e insolubles en disolventes orgánicos 
apolares (éter de petróleo, cloroformo y hexano); y son encontrados mayoritariamente, pero no de 
forma exclusiva, en el reino vegetal. Sus estructuras están formadas por una parte glucídica 
(azúcar o cadena azucarada) que puede ser neutra o ácida y otra no glucídica (aglicón o genina) 
denominada sapogenina, que son insolubles en agua y solubles en disolvente orgánicos apolares 
(Ilustración 11) [López-Casamayor, 2007]. 
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Según Farnsworth (1966) las saponinas tienen las siguientes características: a) Son capaces de 
hemolizar los glóbulos rojos (saponinas terpénicas), b) Cuando están disueltas en agua, se agitan 
vigorosamente y producen espuma, persistente hasta por 30min debido a sus propiedades 
tensioactivas, c) Las saponinas son tóxicas para los peces, porque producen parálisis de las 
agallas. 
 
La naturaleza de las geninas pueden clasificarse en triterpénicas y esteroidales, ambas están 
unidas por 1 o varios azúcares por el hidroxilo del carbono 3: (1) Triterpénicas: procede de la 
ruta del ácido mevalónico, por unión de 6 de C5; no son tan frecuentes en las plantas, se estudian 
desde el punto de vista químico, y se han aislado compuestos con actividad antiviral,  son 
responsables de las acciones terapéuticas (Panax ginseng) [Otsuka et al., 1977]. (2) 
Esteroidales: se biosintetizan por la ruta del ácido mevalónico; están ampliamente distribuidas 
en las plantas, tiene importancia porque son el punto de la síntesis química [Marker y López, 
1947], el 80% de hormonas son estreoidales, el 10% de los medicamentos poseen este tipo de 
hormonas [Sanabria, 1983; López-Casamayor, 2007]. 
 
 
Ilustración 11: Estructura de una saponina típica de las semillas de la digital. Tomado de [13]. 
 
 
Las saponinas, han sido poco estudiadas en el aspecto biológico, pero se han probado como 
anticancerígena [Liu, 1972], acción estimulante uetrina, hipotensora y como depresores 
coronarios y su utilidad quimiosistemática [Kadrade et al., 1976].  En farmacia como 
expectorantes, venotónicas y diuréticas, como es el caso de Eryngium campestre L., Allium 
porrum L., Agave americana.  En la industria farmacéutica se emplean como agentes espumantes 
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y emulgentes. Se han relacionado con un efecto estimulante, tonificante y antiestrés, así como 
antimicrobiano, antivírico, antimicótico y molusquicida debido a las saponinas triterpénicas 
[López-Casamayor, 2007]. 
  
 
4.1.2.3. Glicósidos cardíacos   
Son sustancias amargas, derivadas de los esteroides, tiene acción sobre el corazón. Son 
semejantes a las saponinas esteroideas en la solubilidad y porque disminuyen la tensión 
superficial cuando están disueltos en agua. Tienen unido al carbono 17 un anillo de una lactona 
insaturada. Se encuentran de forma natural en forma de glicósidos o de agliconas. Quizá el más 
conocido sea la digitoxina, o su análogo digoxina, aislada de Digitalis purpurea (Ilustración 12) 
y son utilizados como medicamentos en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva 
[Sanabria, 1983; López-Casamayor, 2007]. 
 
Ilustración 12: Estructura de la digitoxina de Digitalis purpurea. Tomado de Ávalos y Pérez-Urria (2009). 
  
 
 
4.1.2.4. Compuestos fenólicos.  
Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un grupo 
fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fenólicos, polifenoles o 
fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol (Ilustración 13), un anillo aromático con un 
grupo hidroxilo (Ilustración 14) [Ávalos y Pérez-Urria, 2009]. 
 
  
14 
 
                                     
 
Desde el punto de vista de la estructura química, son un grupo muy diverso que comprende 
desde moléculas sencillas como los ácidos fenólicos hasta polímeros complejos como los taninos 
(Ilustración 15a) y la lignina (Ilustración 15b). En el grupo también se encuentran pigmentos 
flavonoides Muchos de estos productos están implicados en las interacciones planta-herbívoro. 
 
 
 
Ilustración 14: Ordenamiento de las especies fenólicas, basado en la cantidad de átomos de carbono. Tomado de 
Harborne  (1990). 
 
 
                                 a)                                     b)   
Ilustración 15: Estructura química de compuestos fenólicos: a) Ácido gálico es un tanino, b) lignina. Tomado de 
[14, 15]. 
Ilustración 13: Estructura química del fenol. 
Tomado de Ávalos & Pérez-Urria (2009). 
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4.1.2.4.1. Cumarinas.  
Las cumarinas son sustancias derivadas de la α-benzopirona (Ilustración 16), formadas en las 
plantas a partir del ácido cinámico [Brown, 1963]. Es un compuesto sencillo y en las plantas 
existen derivados de hidroxilados (umbeliferona), metoxilados y prenilados (suberosina, 
xantelitina), furanocumarinas (psolareno) y una gran variedad de compuestos. Están 
ampliamente distribuidas en las plantas, se han identificado 1500 en más de 800 especies, 
especialmente en las familias: Fabaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Asteracea, Umberiferae, 
Apocinacea, Compositae, Orquidaceae, Labiatae, Leguminoseae, Ericaceae, Myrtaceae 
[Sanabria, 1983; López-Casamayor, 2007; Ávalos y Pérez-Urria, 2009]. 
 
Tiene importancia biológica como agentes fotosensibilizantes de la piel, por su acción 
anticoagulante, estrogénico, sedante, vasodilatadora, antihelmíntica, antibacteriana, antifúngica 
[Soine, 1964]. Por sus propiedades farmacodinámicas abarcan una amplia gama terapéutica. Hay  
actividades antioxidantes en extractos de Terminalia chebula Retz., Punica granatum L., Myrica 
nagi Thunb. y Cassia auriculata L. [Sanabria, 1983; López-Casamayor, 2007]. Algunas 
muestran fitotoxicidad frente a insectos (es el caso del psoraleno) tras activarse por luz UV, 
acción llevada a cabo por bloqueo de la transcripción y de la reparación de DNA, provocando la 
muerte celular [Ávalos y Pérez-Urria, 2009]. 
 
 
 
Ilustración 16: Estructura química de la cumarina. Tomado de [16]. 
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4.1.2.4.2.  Flavonoides.  
Son un grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuidos, son los responsables de 
coloraciones de las plantas y de actividades biológicas. Derivan de la estructura fundamental C6-
C3-C6, es decir, dos anillos de benceno unidos por una cadena de 3 átomos de carbono. Se 
forman en las plantas a partir de una unidad del ácido cinámico (vía del ácido shiquímico) 
[Sanabria, 1983].  Se clasifican en función del grado de oxidación de la cadena de 3 átomos de 
carbono: siendo las principales las antocianinas (Ilustración 17a), (pigmentos), flavonas 
(Ilustración 17b) (leno de Prunus, perejil), flavonoles (Ilustración 17c) (sen); isoflavonas 
(Ilustración 17d), flavanonas (regaliz), catequinas, leucoantocianinas, chalconas, auronas 
[López-Casamayor, 2007; Ávalos y Pérez-Urria, 2009] 
 
Se han identificado cerca de 2.000 flavonoides, son particularmente abundantes en las 
familias: Poligonaceae, Rutaceae, Fabaceae, Umberiferae y Compositae. Suelen encontrarse en 
los órganos jóvenes de las Angiospermas como botones florales y hojas. Tienen interés en la 
quimitaxonomía, facilitan la polinización [Harborne, 1977], reguladores de crecimiento 
[Carpena, 1979], poseen sustancias que protegen a las plantas del ataque de microorganismos, 
[Inghman, 1976, 1978; Smith, 1978], sustancias edulcolorantes [Krbechek et al., 1968], actividad 
estrogénica [Bickoff, 1968], anticancerígena [Sarin et al., 1976], diurética (Lespedecia capitata 
Michx., Aphloia), antiespasmódica (regaliz, perejil) y entre otras [Sanabria, 1983; López-
Casamayor, 2007].  
 
  a) 
O
+
OH
O glicosido
O
O
CH3
CH3OH
                       b)     
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      c)                      d)  
Ilustración 17: Estructuras químicas de flavonoides: a) antocianinas (Solanum, petunia), b) Flavona, c)  Flavonoles, 
d) Isoflavona. Tomado de [17-20]. 
 
 
4.1.2.4.2.1. Antocianinas.  
Son flavonoides pigmentados que se encuentran en la savia de las plantas, responsables de la 
mayoría de los colores de las flores y los frutos. Conserva el sistema C6-C3-C6, pero carece de 
carbonilo en posición 4, pueden tener en su estructura grupos hidroxilo o metoxilo. Por ello son 
útiles en la polinización y en la dispersión de semillas. Cuando las antocianinas carecen de 
azúcar se denominan antocianidinas (Ilustración 18) [Ávalos y Pérez-Urria, 2009, López-
Casamayor, 2007]. 
 
    
 
Se encuentran en los arándanos rojos y negro (Vaccinium vitis-idaea L., Vaccinium myrtillus L.), 
la malva (Malva sylvestris L.), la zarzamora (Rubus fruticosus B.) y en las hojas de vid roja (Vitis 
vinífera L.). Entre sus aplicaciones terapéuticas está el uso en afecciones capilares y venosas, 
para disminuir la permeabilidad y fragilidad capilar el V. myrtillus, en enfermedades oculares, 
con problemas de visión nocturna, ya que regeneran la pigmentación de la púrpura retiniana, y en 
la prevención de las alteraciones vasculares propias de la diabetes [López-Casamayor, 2007].   
 
Ilustración 18: Fórmula estructural de una 
antocinidina genérica. Tomado de [21]. 
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4.1.2.4.3. Taninos.  
Son compuestos polifenoles de origen natural, sin nitrógeno, hidrosolubles, capaces de 
precipitar macromoléculas (proteínas, celulosa, gelatina), alcaloides y metales pesados, esta 
capacidad de precipitar proteínas es la base de sus propiedades principales: capacidad de curtir 
cueros y el poder astringente.  Con peso molecular entre 500-3.000 aprox (Ilustración 19), son 
capaces de formar uniones estables con las proteínas y otros polímeros como la celulosa y la 
pectina. De acuerdo a la estructura del polifenol se clasifican en dos grupos: (1) Hidrolizables 
(Ilustración 21), tienen como núcleo un polialcohol; son polímeros heterogéneos que contienen 
ácidos fenólicos, sobre todo ácido gálico (Rheum sp., Hamamelis virginiana L., Castanea vesca 
L.) y azúcares simples; son más pequeños que los condensados y son hidrolizados por ácidos, 
bases o enzimas. (2) Condensados (Ilustración 20), se forman por condensación de 2 o más 
moléculas de leucoantocianidinas o catequinas (Fraxinus excelsior L., Eucaliptus globulus 
Labill., Kola vera Schum., Krameria triandra Ruiz & Pavon); son polímeros de unidades de 
flavonoides unidas por enlaces C-C, los cuales no pueden ser hidrolizados pero sí oxidados por 
un ácido fuerte para rendir antocianidinas [Ávalos y Pérez-Urria, 2009, López-Casamayor, 2007; 
Sanabria, 1983]. 
 
 
Ilustración 19: Estructura química de algunos ejemplos de taninos. Tomado de [22]. 
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Ilustración 20: Modelo estructural de un tanino condensado. Tomado de [23]. 
 
 
 
Ilustración 21: Estructura química de taninos hidrolizables (Pentagaloilglucosa).Tomado de [24]. 
 
 
Están ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Existen familias ricas en taninos como: 
Coniferae, Labiatae, Fabaceae (roble y castaño), Myrtaceae, Poligonaceae, Rosaceae 
(Zarzamora, agrimonia, tormentilla), Rubiaceae, Ericaceae (arándano, madroño), Jungladaceae 
(nogal). Pueden estar en los órganos, cortezas, madera, raíces, rizomas, flores, frutos y semillas. 
En los vegetales desempeñan una función protectora, por su acción antibiótica y repelente; se 
usan como antídotos en intoxicaciones por metales pesados o alcaloides, como cicatrizante 
favoreciendo la regeneración, antidiarreico, tiene acción bactericida, bacteriostática, antifúngica 
y antiviral por ser antisépticos, y también se usa para problemas de piel, acción hemostática en 
heridas sangrantes [López-Casamayor, 2007]. 
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4.1.2.5. Alcaloides. 
Se puede afirmar según Sanabria (1983), que “la mayoría de alcaloides son sustancias con 
carácter básico, contienen nitrógeno heterocíclico, son obtenidas de Angiospermas y tienen 
actividades fisiológicas muy marcadas”. Son una familia de más de 15.000 metabolitos 
secundarios (Ilustración 22); se caracterizan porque se forman a partir de aminoácidos, contienen 
en general nitrógeno heterocíclico, tienen la capacidad de combinarse con sustancias de origen 
ácido para dar sales. Por lo tanto, son compuestos nitrogenados de origen vegetal, dan reacción 
alcalina, y tienen actividad biológica. Se sintetizan normalmente a partir de lisina, tirosina  y 
triptófano, aunque algunos como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina. 
Son un grupo heterogéneo de compuestos con estructuras variadas y generalmente complejos, 
todos tienen C, H, N, la mayoría tienen oxígeno y poco azufre [Ávalos y Pérez-Urria, 2009, 
López-Casamayor, 2007; Sanabria, 1983]. 
 
 Existen cuatro tipos: Alcaloides verdaderos tienen siempre un nitrógeno heterocíclico, son 
de carácter básico y existen en la naturaleza normalmente en estado de sal, biológicamente son 
formados a partir de aminoácidos, poseen una significativa actividad farmacológica; 
Protoalcaloides, son aminas simples (colchicina y efedrina) con nitrógeno extracíclico, de 
carácter básico y son productos del metabolismo de los aminoácidos; Pseudoalcaloides, 
presentan las características de los alcaloides verdaderos, tienen un anillo heterocíclico con N, 
pero no derivan de aminoácidos; Alcaloides imperfectos, son derivados de bases púricas, no 
precipitan con los reactivos específicos para alcaloides [Arango, 2002]. 
 
Se encuentran en el 20% aproximadamente de las plantas vasculares, la mayoría de 
dicotiledóneas como: Solanaceae, Papaveraceae, Rubiaceae, Apocinaceae, Rutaceae, Fabaceae, 
Logoniaceae, en alta cantidad, y en Rosaceae, Labiatae, Cruciferae en mínima cantidad. Está en 
las raíces (acónito, belladona, rauwolfia), corteza (quina, yohimbo), en hojas (belladona, coca, 
beleño, tabaco, té), en frutos (adormidera) o en las semillas (cacao, té, cólchico). Con 
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propiedades hipotensoras a nivel general y en el globo ocular (Pilocarpus jaborandi), los 
alcaloides tropánicos tienen una acción intensa sobre el sistema nervioso, para tratamiento de 
migrañas e inducción del movimiento uterino (Secale cereale),  para el tratamiento de la 
hipertensión (Rawolfia serpentina), en dosis pequeñas como estimulante y grandes dosis como 
veneno (Strychnos nux-vomica), para el tratamiento de la leucemia (Vinca rosea L.), 
estimulantes del sistema nervioso y diurético discreto (Theobroma cacao), género Coffea. En 
general los alcaloides generan respuestas fisiológicas y psicológicas en los humanos como 
consecuencia de su interacción con neurotransmisores. En dosis altas, la mayoría de alcaloides 
son muy tóxicos. Sin embargo, en dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante 
muscular, tranquilizante, antitusivo o analgésico  [Ávalos y Pérez-Urria, 2009, López-
Casamayor, 2007; Sanabria, 1983]. 
 
Los Alcaloides se clasifican en función de los anillos presentes en la molécula  
Clase de Alcaloide Ejemplos 
 
 
Quinolina 
 
Quinina  
 
Isoquinolina 
 
Papaverina 
 
 
Indol Vindolina 
 
   
Tropano 
 
Atropina  
Cocaína 
Morfina 
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Quinolizidina  Citisina  
  Nicotina  
 
Purina  
Cafeína 
 
Teofilina 
Ilustración 22: Estructuras químicas de alcaloides. Tomado de [25-42]. 
  
 
 
4.2. Iresine spiculigera Seubert.     
Es una planta dioica. Hábito, Hierba erecta, 0,5-2m de alta (Ilustración 23) [Agudelo, 2008].  
Tallo es liso, a veces hueco, 2,46-11,3mm de longitud; con dos tipos de tricomas, los primeros 
largos, 0,2-0,3mm de longitud, delgados, uniseriados, con pocas células basales y una célula 
apical alargada y aguda semejando una glándula y los segundos largos, 0,5-1mm de longitud, 
delgados, uniseriados,  con varias células y  la célula terminal aguda, pubescencia de densidad 
alta en las partes jóvenes y baja en las adultas; nudos con tricomas más abundantes; entrenudos 
57-260mm de longitud.  
 
Hojas opuestas, ejes de orientación admedial, rara vez basal; lámina con balance completo 
simétrico a veces asimétrico y balance basal simétrico rara vez asimétrico, elíptica- 
suborbiculada a elíptica, en ocasiones ovada, 63-150mm de longitud (en promedio 94,5mm) por 
33-110mm de ancho (en promedio 53,5mm), ápice acuminado a veces emarginado, base 
decurrente, margen entera, consistencia membranácea, curvatura cóncava raramente convexa; 
pecíolo 9-62mm de longitud (en promedio 21,9mm), normal, acanalado. 
Piperidina Coniina 
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 Venación camptódroma, subclase broquidódroma; vena primaria 0,65-1,2% lo que determina 
un tamaño débil, curso recto no ramificado; venas secundarias 6-10 pares ( en promedio 8,1), 
ángulo de divergencia agudo- moderado a veces agudo-amplio ó agudo-estrecho, variación en el 
ángulo de divergencia oscila de obtuso en las basales y centrales a agudo en las apicales, grosor 
relativo de las venas moderado, curso curva uniformemente, comportamiento de las ramas 
formando lazos en ángulo obtuso a recto; venas intersecundarias presentes, compuestas; sin vena 
intramarginal; venas terciarias con ángulo de origen AO (agudo-obtuso) o RR (recto-recto), con 
patrón reticulado-aleatorio; aréolas con desarrollo imperfecto, tamaño grande en ocasiones 
medio a muy grande, forma triangular, pentagonal, hexagonal, cuadrara, irregular, con drusas en 
su interior; vénulas ausentes, 1, 2 ó 3 veces ramificadas, linear o curva; tricomas similares a los 
del tallo, postrados o erectos sobre la lámina, densidad alta en el envés, baja en el haz.  
 
Sinflorescencia en racimo compuesto, conformada por varias inflorescencias parciales en 
racimos, amarillentas, paracladios de primer orden 60-480mm de longitud total, los de segundo 
orden 12-120mm de longitud, los de tercer orden 3-10mm de longitud y con 6-24 flores cada uno; 
forófilos escasos, de 3,9-32mm de longitud por 1-11,3mm de ancho, con tricomas; raquis con 
predominio del primer tipo, menores de 0,2mm de longitud, densidad media. Flores unisexuales.  
 
Flores femeninas con pendúnculo 0,1mm longitud, con tricomas similares a los del raquis; 
bráctea 1, sin venas dorsales, ápice agudo u obtuso, forma deltoide, cóncava, navicular, 
consistencia membranácea, longitud en relación a la bractéola ½  a ¾, persistente, sin tricomas o 
a veces con pocos tricomas del primer tipo; bractéolas 2, sin venas dorsales, ápice agudo u 
obtuso, forma deltoide, navicular, presenta dientes en su margen, consistencia membranácea, 
longitud en relación a los tépalos ¾, persistentes, sin tricomas o a veces unos pocos en el dorso; 
tépalos 5, de 1-2mm de longitud, uniseriados, 3 veces dorsales, la central hasta ¾ del tépalo y las 
dos laterales hasta ½ oblongos, cóncavos, ápice obtuso, sin tricomas, gineceo con ovario 
subgloboso, estilo 0,1- 0,2mm de longitud, estigma bífido, papila ausente.  
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Fruto utrículo, subgloboso. Semilla redonda y comprimida lateralmente, 0,31mm de diámetro 
lateral por 0,73mm de diámetro dorsal, testa lisa lustrosa, parda a pardo oscuro. Androceo 
rudimentario conformado por 5 estaminoides unidos basalmente, 0,1mm de longitud, dentoides.  
 
Flor masculina con pedúnculo 0,1mm de longitud, tricomas similares a los del raquis; bráctea 
1, sin venas dorsales, ápice obtuso, forma deltoide, cóncava, navicular, consistencia 
membranácea, longitud en relación a al bractéola iguales o ligeramente menor, persistente, sin 
tricomas; bractéolas 2, sin venas dorsales, ápice obtuso o agudo, forma deltoide, navicular, 
consistencia membranácea, longitud en relación a los tépalos ¼ - ½, perisistentes, sin tricomas; 
tépalos 5,1-1,3mm de longitud, uniseriados, sin venas dorsales, ovados, cóncavos, ápice obtuso, 
sin tricomas, membranáceos.  
 
Androceo amarillento; estambres 5, heterodínamos, 0,3-1,0mm de longitud, filiformes, libres, 
solo unidos basalmente; anteras 0,2mm de longitud por 0,2mm de ancho, versátiles, dehiscentes 
longitudinalmente; estaminodios presentes, oblongos, dentoides, alternan con los estambres. 
Gineceo rudimentario, ovario reducido; estilo 0,4-0,5mm; estigma truncado. Unidad de 
dispersión conformada por la flor solitaria más un conglomerado de tricomas basales, filiformes, 
3-4mm de longitud que envuelven completamente la flor. 
 
 
            
Ilustración 23: Iresine spiculigera recolectadas en la vía chaguala entre Armenia y Calarcá (Fotos autor). 
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4.2.1. Distribución de Iresine spiculigera.  
Las poblaciones de esta especie tienen amplia distribución, porque habitan en diferentes 
partes del país, en municipios como Armenia y Calarcá (Quindío), Medellín (Antioquia), y 
Anolaima (Cundinamarca).  
 
Crece en tierras bajas, en la cordillera Central, Occidental y Oriental en la región Andina, 
ocupa una franja altitudinal que oscila entre los 1200 y 2000m de altitud. Se localiza en áreas 
alteradas, orillas de caminos, cercos que delimitan potreros y en general en zonas ocupadas por 
plantas ruderales o arvenses en medio de cultivo como plátano, café y pastos.  También están en 
suelos arenosos de origen volcánico, en tierras con temperaturas cálidas a frías, precipitaciones 
moderadas y expuestas a baja radiación solar y vientos de baja frecuencia e intensidad [Agudelo, 
2008].  
 
 
4.3. Técnicas para la caracterización de metabolitos secundarios. 
4.3.1. Extracción por cromatografía 
De forma general, consiste en pasar una fase móvil a través de una estacionaria fija sólida. 
Donde la fase móvil es el efecto de desplazamiento ejercido sobre los componentes de la mezcla 
que contiene el compuesto deseado en el disolvente, puede ser un líquido o un gas; y la fase 
estacionaria se debe al efecto de retención producido sobre los componentes de la mezcla, puede 
ser sólida o líquida, y esta se encarga de retrasar el paso de los componentes de la muestra, que 
ellos la atraviesan a diferentes velocidades y se separan en el tiempo [Angurell et al., 2009; 
Uribe, 2013]. Cada uno de los componentes de la mezcla presenta un tiempo característico de 
paso por el sistema, denominado tiempo de retención. Cuando dicho tiempo difiere de los otros 
componentes de la mezcla, éste se puede separar mediante cromatografía [Angurell et al., 2009; 
Uribe, 2013]. 
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4.3.1.1. Tipos de cromatografía. 
4.3.1.1.1. Cromatografía en capa delgada. 
Es una técnica analítica y tiene como objetivo el análisis de una mezcla de componentes. Se 
desarrolla más rápidamente, proporciona mejores separaciones y se puede elegir entre diferentes 
adsorbentes.  
 
Debido a su simplicidad y velocidad, se utiliza a menudo para monitorizar las reacciones 
químicas y también para el análisis cualitativo de los productos de una reacción, puesto que 
permite conocer de manera rápida y sencilla cuántos componentes hay en una mezcla. En 
principio, los componentes se diferenciarán en solubilidad y en la fuerza de su adsorción, de 
forma que unos componentes se desplazarán más que otros. Cuando el solvente llega a la parte 
superior de la placa, esta se saca de la cubeta dejando unos centímetros de la placa sin correr, se 
seca, y los componentes separados de la mezcla se visualizan [Angurell et al., 2009].  
 
Su fase estacionaria consiste en una capa delgada de un adsorbente sílica gel, alúmina o 
celulosa, depositada sobre un soporte plano como una placa de vidrio (Ilustración 25a), o una 
lámina de aluminio o de plástico [Angurell et al., 2009; Uribe, 2013].  
 
Si los compuestos son coloreados se pueden observar las manchas a simple vista. Si no es así, 
hay varios métodos para visualizar las manchas correspondientes a cada componente de la 
mezcla: (1) utilizar luz ultravioleta (UV 254nm o UV 366nm) para observar la placa (Ilustración 
25b-c); (2) utilizar reveladores, por ejemplo, vapores de yodo que es un reactivo inespecífico; (3) 
emplear reactivos específicos para desarrollar coloración en las manchas. Esto se puede hacer 
sumergiendo la placa en una disolución que los contenga o en forma de spray [Angurell et al., 
2009]. 
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a)          b)             c)  
Ilustración 24: CCD a) CCD en placa de vidrio, b) visualización de manchas a 254nm, c) visualización de manchas 
a 254nm. (Fotos autor). 
 
 
4.3.1.1.2. Cromatografía en columna. 
Es una técnica de purificación, que permite aislar los compuestos deseados de una mezcla. La 
separación se consigue haciendo fluir la mezcla a través de una columna de adsorbente [Angurell 
et al., 2009; García y García, 2012]. 
 
Donde cada uno de los componentes de una mezcla establece diferentes interacciones con la 
fase estacionaria y la móvil, lo que permite una elución por gravedad a través de la columna de 
vidrio a diferentes velocidades y consiguiendo su separación en diferentes tiempos; debido a la 
polaridad del disolvente que afecta las velocidades relativas con las que los diferentes 
componentes de la mezcla se mueven en la columna. Los disolventes polares compiten más 
eficientemente con las moléculas polares de una mezcla por los lugares polares del adsorbente 
[Angurell et al., 2009]. 
 
Por lo tanto, un disolvente polar desplazará las moléculas, incluyendo las más polares, 
rápidamente a través de la columna. Si el disolvente es muy polar la elución será muy rápida y 
generalmente habrá poca separación de los componentes de la mezcla. Si por el contrario el 
disolvente es muy apolar, no eluirán los compuestos de la columna. Por lo tanto, la elección del 
eluyente es crucial para el éxito de la cromatografía en columna. A menudo se utiliza un 
gradiente creciente de polaridad para la elución [Angurell et al., 2009]. 
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4.3.1.1.3. Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 
Es una técnica capaz de separar macromoléculas y especies iónicas, productos naturales 
lábiles, materiales poliméricos y una gran variedad de otros grupos polifuncionales de alto peso 
molecular. Es utilizada para separar los componentes de una mezcla, en bioquímica y en química 
analítica [Ozores y Carrera, 2013]. Los disolventes más utilizados son el agua, el metanol y 
el acetonitrilo. El agua puede contener tampones, sales, o compuestos como el ácido 
trifluoroacético, que ayudan a la separación de los compuestos. 
 
 La muestra problema es forzada a pasar a través de una columna (fase estacionaria) por un 
líquido (fase móvil) mediante bombeo a elevada presión. Esta muestra debe ser introducida en 
pequeñas cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las 
interacciones químicas o físicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la columna. 
Después pasan por un detector que genera una señal que puede depender de la concentración y 
del tipo del compuesto, que indica la cantidad de soluto que está saliendo. Este proceso de 
difusión dentro la columna comporta la aparición de picos anchos y pérdida de resolución 
[Angurell et al., 2009; Ozores y Carrera, 2013; Martínez et al., 2013].  
 
 
4.4. Técnica empleada para análisis fitoquímicos, actividad biológica y citotoxicidad. 
4.4.1. Análisis por medio de la técnica de espectrofotometría UV-visible.  
La espectrofotometría UV-visible es una técnica analítica que permite determinar la 
concentración de un compuesto en solución. Se basa en que las moléculas absorben las 
radiaciones electromagnéticas y a su vez la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal 
de la concentración. Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotómetro, en el que 
se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solución y medir la cantidad 
de luz absorbida por la misma [Díaz, 2006]. 
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El espectro Visible (400-780nm) y Ultravioleta (UV cercano, de 195-400nm), por el contrario, 
tienen amplia aplicación y son técnicas que se emplean continuamente. Consiste en medir la 
intensidad del color (o de la radiación absorbida en UV) a una longitud de onda específica 
comparándola con otras soluciones de concentración conocida (soluciones estándar) que 
contengan la misma especie absorbente (tabla 1, Ilustración 26) [UACH, 2000; Díaz, 2006]. 
 
 
Tabla 1: Diferentes regiones del espectro Ultravioleta y visible y sus rangos o zonas comprendidas. 
 
Rango - longitudes de 
Onda (nm) 
Color absorbido Color Transmitido 
(Observado) 
100-190 Ultravioleta del vacío Ninguno 
190-380 Ultravioleta Cercano Ninguno 
380-435 Violeta Amarillo-Verde 
435-480 Azul Amarillo 
480-500 Verde-Azul Naranja-Rojo 
500-560 Verde Púrpura 
560-580 Amarillo-Verde Violeta 
580-595 Amarillo Azul 
595-650 Naranja Verde-Azul 
650-780 Rojo Azul-Verde 
Tomado de UACH (2000) 
 
 
 
 
Ilustración 25: Espectro del ultravioleta y luz visible. Tomado de [43]. 
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4.5. Actividad biológica y citotoxicidad 
4.5.1. Actividad Biológica. 
 La actividad biológica es la capacidad inherente de una sustancia, como un fármaco, toxina, 
producto químico, producto biológico, extracto vegetal, de alterar las funciones químicas y o 
fisiológicas de un microorganismo, o un organismo. Esta capacidad no sólo está relacionada con 
la naturaleza física o química de la sustancia, sino también con su concentración y con la 
duración de la exposición [44]. 
 
Se utilizan en  los estudios de fitoquímica, que desde hace algunos años se enfocaron en 
la determinación de estructuras novedosas, ocasionalmente ampliados en trabajos 
farmacológicos. Hoy esos estudios se orientan hacía el aislamiento e identificación de 
compuestos biológicamente activos, estudios clínicos, investigaciones bioquímicas para 
establecer el mecanismo de acción [Heinrich 2005, Marcano y Hasegawa, 2002]. Estos 
estudios de actividad biológica se pueden realizar mediante pruebas in vivo e in vitro, las 
cuales nos revelan resultados y características diferentes. En esta  investigación se usará la 
la metodología in vitro. 
 
 
4.5.1.1. Método de dilución. 
 Las técnicas de dilución en caldo o agar, se pueden utilizar para medir cuantitativamente la 
actividad in vitro de un antimicrobiano frente a un cultivo bacteriano; son indicados cuando; 
además de la actividad inhibitoria, se quiere determinar también la actividad bactericida 
[Malbrán, 2001]. Estos métodos se basan en la preparación de una serie de tubos o placas con el 
medio de cultivo, se les agrega el antibiótico (ATB) en distintas concentraciones. Luego se 
inoculan cada uno de los tubos o placas con una suspensión estandarizada del microorganismo en 
estudio. Se examinan después de incubar 18 a 24 h a 35ºC y se determina la concentración 
inhibitoria mínima (CIM) del antimicrobiano frente al microorganismo ensayado.  
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4.5.1.1.1. Microdilución. 
Las placas de microdilución con diferentes concentraciones de antimicrobianos se pueden 
preparar en el propio laboratorio o bien se pueden comprar a diferentes compañías que los 
suministran congelados, deshidratados o liofilizados, lo que facilita el tiempo de investigación. 
En su mayoría tienen disponibles 96 pocillos (12x8), con un volumen total disponible por c/u de 
250µl; lo cual permite variedad en el diseño de la investigación porque permite realizar un 
experimento con el mismo microorganismo o diferentes microorganismos, con uno o varios 
antimicrobianos con distintas diluciones [Picazo, 2000]. 
 
Existen dos tipo: (1) en agar, es un método bien establecido para la determinación de la 
sensibilidad a los antimicrobianos; donde el agente antimicrobiano se incorpora dentro del medio 
con agar, de manera tal que cada placa contenga una concentración de antibiótico diferente, y  
los inóculos de los distintos microorganismos se pueden aplicar rápida y simultáneamente una 
vez que se haya solidificado el medio de cultivo, sobre la superficie del agar utilizando un 
replicador de Ster o de manera lenta con una micropipeta pozo por pozo. (2) en caldo,  se utiliza 
para las pruebas de sensibilidad de patógenos aeróbicos o facultativos de crecimiento rápido; la 
reproducibilidad de los resultados de diferentes lotes de este medio es buena; tiene bajo 
contenido de inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina y permite el crecimiento 
de la mayoría de los gérmenes patógenos [Malbrán, 2001]. 
 
 
4.5.2. Concentración inhibitoria mínima y concentración mínima de bacterias. 
Tradicionalmente los métodos de microdilución se han venido usando para la determinación 
de la CIM y la concentración mínima bactericida (CMB) de los antimicrobianos. En la mayoría 
de los casos se preparan diluciones del antimicrobiano en progresión geométrica en base 2 
utilizando un medio de cultivo adecuado; posteriormente se inocula dicho medio y tras la 
correspondiente incubación para permitir el crecimiento del microorganismo se realiza la lectura, 
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determinando qué concentración causa la inhibición del crecimiento del microorganismo. Si se 
realiza un subcultivo en medio sin antimicrobiano de los medios sembrados previamente puede 
determinarse también la actividad bactericida [Picazo, 2000]. 
 
 
4.5.3. Citotoxicidad.  
La citotoxicidad celular se define como una alteración de las funciones celulares básicas que 
conlleva a un daño que puede ser detectado [Arencibia et al., 2003]. Este término permitió que 
diferentes autores desarrollaran baterías de pruebas in vitro para predecir los efectos tóxicos de 
drogas y compuestos químicos, utilizando como modelos experimentales cultivos primarios y 
órganos aislados como líneas celulares establecidas como las células vero [Arencibia et al., 
2003]. Se clasifican en: (1) Ensayos de viabilidad, se emplean para determinar la proporción de 
células que inmediatamente después de un tratamiento se mantienen intactas, y se evalúan 
concentraciones letales (CL); (2) Ensayos de supervivencia, evalúan la retención de la 
capacidad de proliferación después de un tratamiento, involucran un periodo de recuperación 
después de retirar el tratamiento; para observar si el daño causado por el mismo fue o no letal, y 
evalúan concentraciones inhibitorias de crecimiento (CI) [Freshney, 2000]. 
 
Se caracterizan porque: son de fácil aplicación, importantes como indicadores de toxicidad y 
se basan en la exclusión o incorporación de colorantes por parte de las células. Como el método 
reducción del MTT (metil tiazol tetrazoilo), el cual indica no solamente una buena 
funcionalidad de la membrana celular sino una capacidad metabolizadora adecuada; y el método 
fluorométrico de reducción de Resazurina [Fentem, 1994; Ospina, 2000], recientemente 
introducido como un indicador de viabilidad celular no tóxica utilizado para monitorear la 
proliferación celular y citotoxicidad y como un indicador de óxido-reducción que tiene 
propiedades de fluorescencia y responde a la actividad metabólica tanto de células humanas 
como bacterias [Rasmussen, 1999]. 
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4.6. Cepas para evaluación del potencial citotóxico  
4.6.1. Bacteria Burkholderia glumae. 
4.6.1.1.  Taxonomía y morfología  
La especie Burkholderia Glumae es una bacteria de clase Beta Proteobacteria, orden 
Burkholderiales, familia Burkholderiaceae y genero Burkholderia, Gram negativa y aerobia 
(Ilustración 26b), causante de la enfermedad conocida como añublo bacterial de la panícula en la 
planta de arroz.  
 
Entre sus propiedades microbiológicas se encuentra que es multiflagelada (de 2 o más pares de 
flagelos) y encapsulada. Metabólicamente es capaz de reducir el nitrato, hidrolizar la gelatina, 
degradar el almidón y degradar la pectina, además es H2S negativo. Es capaz de producir ácido a 
partir de diferentes carbohidratos como arabinosa, glucosa, fructosa, galactosa, manosa, xilosa, 
glicerol, manitol e inositol; es ácido negativo para ramnosa, sacarosa, maltosa, lactosa, rafinosa, 
dextrina, almidón y salicina [Brenner et al., 2005; Kurita y Tabei, 1967]. Produce pigmentos 
difusibles en agar King B (Ilustración 26a), importantes para el reconocimiento de la bacteria, 
inicialmente estaba relacionada con la fluoresceina, una sustancia fluorescente producida por el 
género Pseudomonas sp., aunque posteriormente se demostró que está relacionado con la 
presencia de la toxina producida por B. glumae, la toxoflavina [Brenner et al., 2005]. 
 
 
a)                     b)  
Ilustración 26: Bacteria Burkholderia glumae, a) Colonias en agar King B, producción de Toxoflavina; b) 
Microscopía de bacilos Gram negativos. Tomado de Dr. Donald Groth, Dr. Clayton, LSU Agcenter (2012). 
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4.6.1.2.  Plantas hospederas. 
El principal hospedante de la bacteria B. glumae es Oryza sativa (arroz); también se ha 
reportado causando daños en Allium cepa (cebolla), Lycopersicum esculentum (tomate), 
Sesamum indicum (ajonjolí), Solanum melongena (berenjena) y Capsicum sp. (pimentón picante) 
[Bellido, 2005; CABI, 2005]. 
 
 
4.6.1.3. Epidemiología. 
B. glumae se encuentra asociada a un complejo ácaro-hongo-bacteria, problema fitosanitario 
ampliamente diseminado en Centro América y el Caribe y se piensa que su aparición es 
favorecida principalmente por factores como altas temperaturas, elevada humedad relativa, alta 
precipitación y estrés hídrico [Correa-Victoria, 2006]. 
 
 
4.6.2. Hongo Pyricularia oryzae. 
4.6.2.1. Taxonomía y morfología.  
Esta especie P. oryzae es un hongo filamentoso, de la clase Deuteromicetos, orden Moniliales, 
familia Mucedinaceae y género Pyricularia (Ilustración 27a). Causante de la enfermedad 
Bruzzone nombrada en Italia y Japón por varios autores o Quemazón del arroz. Se caracteriza 
por tener reproducción asexual. Conidióforos generalmente epífiros, estrecho en la base, 
septados hacia su parte inferior y muy poco o no septados hacia arriba, con 60 a 120mm de largo 
y 40,5mm de ancho, y coloración grisácea, raramente ramificados, con el extremo redondeado, 
crecimiento simpodial y ligeramente amarronadas [González, 2000]. Conidios piriformes 
(Ilustración 27b), aguzados en el extremo y con base truncada o presentando un pequeño 
apéndice casi siempre con 2 septos, ligeramente oscuros, traslúcidos, con dimensiones de 20-
22µm por 10-12µm. Según Nisikago (1917) más de un conidio puede formarse sobre el 
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conidióforo; el número de conidio oscila entre 1 y 20. El tamaño de los conidios varía según el 
organismo aislado y las condiciones ambientales [Herbert, 1971, González, 2000]. Posee un 
micelio que produce una sustancia tóxica conocida como pericularina, que inhibe el crecimiento 
de los tejidos y los desorganiza [Villarraga y Andrade, 1985].  
 
La esporulación es estimulada por periodos alternos de luz y oscuridad y la diseminación de 
los conidios ocurre mayormente durante la noche. El crecimiento del micelio aumenta con la 
disminución de la luz, la luz solar suprime la germinación del conidio [González, 2000.] 
 
 
Ilustración 27: Hongo Pyricularia oryzae. a) Crecimiento del hongo en medio PDA agar papa dextrosa; b) 
Conidios observados al microscopio óptico. Tomado de Tebeest et al., (2007) 
 
 
4.6.2.1. Plantas hospederas. 
 El género Pyricularia colectivamente parasita más de 50 hospedantes de la familia de las 
gramíneas, incluyendo el trigo (Triticum aestivum), cebada (Hordeum vulgare), maíz (Zea mays) 
y caña de azúcar (Saccharum officinarum L.). Otras especies susceptibles como el ginger común, 
ginger silvestres japonés, canácea común y banano. El hongo puede atacar a muchas más 
gramíneas al inocularlas artificialmente, pero el principal hospedante es el arroz (Oryza sativa).  
[Ou, 1980, Thursron, 1989]. 
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 ESTADO DEL ARTE 5.
 
 
Agudelo-Henao (2003) evaluaron la actividad antimicrobiana y citotoxicidad de extractos 
etanólicos de Cyathula prostrata (L.) Blume en 10 aislamientos de Staphylococcus aureus, 
resistentes a meticilina (MRSA); 10, de Streptococcus pyogenes; 10, de Trichophyton rubrum; 
10, deT. mentagrophytes; 10, de Candida albicans y 10 de C. parapsilosis; un aislamiento de C. 
kefyr, C. krusei, C. albicans resistente a fluconazol,Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 
Enterococcus faecalis y Klebsiella rhinoscleromatis. Por último dos aislamientos de virus 
respiratorio sincitial. Se encontró actividad antifúngica de los extractos etanólicos de las hojas 
contra un aislamiento de T. rubrum, además la corteza y el tallo presentaron actividad citotóxica 
en células Hep 2. 
  
 
Múnera et al. (2003), probaron la actividad antimicrobiana y citotóxica de extractos etanólicos 
de Amaranthus dubius en hojas y tallos, el extracto se probó como antiviral contra aislamiento de 
virus respiratorio sincitial; antifúngica contra diferentes especies; antibacteriana y citotóxica 
contra células Hep 2. No se encontró actividad antimicrobiana in vitro en un rango de 
concentración de 7.8 a 1000 µg/ml con ninguno de los extractos. La dosis citotóxica 50 (DC50) 
fue de 150 µg/ml. Los resultados sugieren que los efectos que la comunidad atribuye a esta 
planta probablemente no se deben a su actividad antimicrobiana. La actividad citotóxica 
encontrada en esta línea celular hace pensar una posible actividad antitumoral que deberá ser 
confirmada en ensayos posteriores.  
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Santizo (2004), realizó en la Universidad de San Carlos, Guatemala, un estudio para 
identificar familias de metabolitos secundarios en Myrica cerifera, comparó los extractos 
obtenidos por lixiviación (agitación en frío) y los extractos obtenidos por extracción Soxleth (en 
caliente).  Utilizó técnicas químicas cualitativas en tres extractos con solventes diferentes, 
encontró la presencia de: aceites esenciales, carotenoides, ácidos grasos, cumarinas; de 
naturaleza apolar en frío. Carotenoides, ácidos grasos, cumarinas; de naturaleza apolar a 40 
grados Celsius. Taninos catéquicos, taninos rojos, compuestos reductores, antocianinas, 
leucoantocianinas, cumarinas, antracenoides, chalconas, uronas, esteroles, triterpenos, esteroles 
insaturados, lactonas insaturadas, azúcares desoxigenadas y principios amargos; de naturaleza 
semipolar en frío. taninos catéquicos, taninos rojos, compuestos reductores, antocianinas, 
leucoantocianinas, cumarinas, antracenoides, chalconas, uronas, azúcares 2 desoxigenadas y 
principios amargos; de naturaleza semipolar a 60 grados Celsius. Polisacáridos, saponinas, 
taninos gálicos, taninos catéquicos, compuestos reductores, antocianinas, antracenoides, 
cumarinas, chalconas, uronas, esteroles triterpenos; de naturaleza polar en frío. Polisacáridos, 
saponinas, taninos catéquicos, antocianinas, cumarinas, chalconas, uronas y esteroles triterpenos; 
de naturaleza polar a 100°C. 
 
 
Torres et al. (2004), realizaron un estudio preliminar en bioactividad y comportamiento 
agronómico en diez especies silvestres de plantas medicinales y de uso biopesticida para su 
aplicabilidad en el sector rural de Daule, provincia del Guayas. Su objetivo fue resaltar las 
características de valor medicinal y de control biológico en plantas de 10 especies silvestres de la 
Costa Ecuatoriana. Estas 10 especies las preseleccionaron en base a cualidades etnobotánicas. 
Las características fueron analizados en: (1) Un estudio agronómico donde evaluaron los 
sustratos, germinación, distancias de siembra, niveles de biofertilización, rendimiento, asociación 
de cultivos y control biológico; (2) Una determinación de los componentes de metabolitos 
secundarios en muestras de hojas principalmente, y (3) un análisis de la Artemia salina, aceites 
fijos y esenciales. Finalmente seleccionaron seis especies de acuerdo a la biomasa y a la 
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presencia de alcaloides obtenidos del primer análisis de metabolitos secundarios. Ejecutaron un 
segundo análisis a las especies cultivadas, con los resultados obtenidos en el análisis de 
metabolitos secundarios, se reconfirma la presencia de alcaloides y la influencia en el aumento, 
disminución o no presencia de los otros componentes acorde a la edad, época y sustrato. 
 
 
Baldizán et al. (2006), desarrollaron un estudio en metabolitos secundarios y patrón de 
selección de dietas en el bosque deciduo tropical de los Llanos Centrales de Venezuela. 
Mediante un tamizaje fitoquímico, investigaron la presencia de algunos grupos de metabolitos 
secundarios (fenoles, taninos condensados, saponinas, cianógenos y alcaloides) en la biomasa 
comestible de 41. El 44% de las especies encontradas correspondieron a plantas de la familia  
Leguminosa. La subfamilia Mimosoide agrupó al 50% de los casos; mientras que Faboide y 
Caesalpinoide estuvieron presentes en el 28 y 22%, respectivamente. Los fenoles (83%) y los 
alcaloides (61%) fueron los metabolitos de mayor distribución general. En algunas de las 
especies más representativas observaron un efecto marcado de la época, el tipo de bosque y la 
ubicación geográfica, en la presencia de dichos grupos funcionales. Sin embargo, dependió de las 
particularidades fitoquímica en cada caso.  
 
 
Morantes et al. (2007), ejecutaron un trabajo sobre el análisis fitoquímico y de actividad 
biológica del musgo Polytrichum juniperinum en Colombia. Se determinó que los principales 
metabolitos secundarios del extracto etanólico y de las fracciones aisladas son terpenos, 
polifenoles, cumarinas, moléculas glicosiladas y sacarosa. Por el Test de Irwin establecieron que 
ratones tratados con el extracto etanólico total o la fracción en diclorometano experimentaban 
trastornos motrices moderados y transitorios del SNC. Con bajas dosis del extracto y de la 
fracción hexánica detectaron una actividad depresiva. La actividad citotóxica de la fracción 
orgánica sobre MCF-7 y la fracción en diclorometano sobre HEp-2 y MKN-45 resultó 
promisoria. No se evidenció actividad antimicrobiana bajo las condiciones de ensayo.  
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Ramírez y Díaz (2007), efectuaron un trabajo acerca de la actividad antibacteriana de 
extractos y fracciones del ruibarbo (Rumex conglomeratus). Trabajaron con los extractos y 
fracciones etanólicos de las raíces, hojas y espigas. Encontraron que los tres extractos 
presentaron actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, la fracción etérea 
de espigas fue activa contra Escherichia coli ATCC 25922; y las contraplacas de la bioautografia 
tratadas con fluorescencia y vapores de amoniaco sugieren la presencia de flavonoides y 
quinonas.  
 
 
Gómez (2010), efectuó un trabajo sobre la actividad antibacteriana y antimicótica de los 
extractos de Myrciantes hallii (Arrayán), Amaranthus asplundii (Ataco), Peperomia peltigera 
(Pataku Yuyo), especies reportadas en Peguche - Imbabura, sobre Streptococcus mutans, 
klebsiella pneumoniae, Candida albicans causantes de enfermedades bucofaríngeas. Ejecutaron 
una caracterización botánica, utilizaron métodos fitoquímicos para la extracción de los tres 
extractos con solventes de polaridad creciente hexano, etanol, agua. Luego realizaron pruebas 
microbiológicas in vitro utilizando la técnica de difusión en agar para los microorganismos 
mencionados. Encontraron que el mejor extracto fue M. hallii en etanol, que inhibió los tres 
microorganismos causantes de enfermedades bucofaríngeas. Finalmente, identificaron 
metabolitos secundarios de éste extracto, mediante pruebas fitoquímicas preliminares. En  las 
hojas de M. hallii, encontraron taninos, flavonoides, saponinas y alcaloides en baja cantidad. 
Concluyeron que la utilización del Arrayán para el tratamiento de enfermedades bucofaríngeas 
fue satisfactorio.  
 
 
Lanza et al. (2010), ejecutaron una caracterización por cromatografía de gases y una 
evaluación de la actividad citotóxica del aceite esencial de Salvia occidentalis Sw. (Lamiaceae) 
proveniente del estado Monagas, Venezuela. La identificación de los compuestos químicos fue 
realizada mediante la comparación de los índices de retención experimentales con respecto a los 
teóricos señalados en la literatura. Utilizando las hojas, consiguieron un aceite esencial 
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empleando la técnica de arrastre con vapor, de amarillo claro y de olor agradable; su actividad 
tóxica fue determinada por el ensayo sobre nauplios de Artemia salina Linn., mostrando un 
CL50 de 2,60µg.mL-1. Este valor indicó que el aceite esencial es un posible agente citotóxico. 
De su análisis mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas se determinó 
que el aceite esencial es una mezcla de compuestos terpenoidales, donde el β-elemeno (20,348%) 
es el componente mayoritario. Es el primer reporte de compuestos químicos identificados para 
dicho aceite. 
 
 
Sánchez-Súarez et al. (2010), evaluaron la actividad citotóxica y leishmanicida de extractos y 
fracciones de diferente polaridad obtenidas de las especies vegetales Piper cumanense y Piper 
holtonii. Empleando macrófagos murinos J774 y promastigotes de Leishmania panamensis 
MHOM/CO/87/UA140. Encontraron que la fracción hexánica (PcH) presentó un efecto 
leishmanicida con una selectividad de dos en los modelos in vitro empleados. Esta selectividad 
permitió sugerir una potencial actividad anti-leishmaniasis, que amerita seguir siendo explorada. 
 
 
Ágreda (2011), realizó una investigación acerca de la evaluación de la actividad 
antimicrobiana del extracto etanólico (70%) de Iresine herbstii por el método de difusión en 
agar. La planta es de uso medicinal por grupos de personas llamados sanadores de la provincia 
de Zamora, Chinchipe, para el tratamiento de infecciones respiratorias agudas, las mismas que 
constituyen la primera causa de morbilidad y la tercera de mortalidad en Ecuador. Prepararon 
diluciones etanólicas 1/100, 1/1000, 1/10000, del extracto concentrado (70% alcohol agua) de la 
planta. Con estas diluciones se evaluó la actividad antimicrobiana por el método Kirby Bauer 
modificado frente a cinco cepas puras de microorganismos del ATCC Staphylococcus aureus 
(ATCC 25923); Escherichia coli (ATCC 25922); Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883); 
Pseudomona aeruginosa (ATCC 27873) y un hongo Candida albicans (ATCC 60193). Encontró 
que las diluciones de los extractos concentrados de la planta estudiada no inhibieron el 
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crecimiento microbiano, por lo tanto la planta no presenta actividad antimicrobiana frente a los 
microorganismos antes mencionados, mediante el método Kirby Baue y en las condiciones 
aplicadas en el estudio. 
 
 
Irianda y Benedito (2011), evaluaron la capacidad antimicrobiana y antioxidante de extractos de 
orégano obtenidos mediante fluidos supercríticos y lo compararon con la técnica de extracción 
convencional (EC) sólido-líquido. Estudiaron el efecto de la temperatura y la presión en la extracción 
con fluidos supercríticos (EFSC) sobre el solvente y la temperatura en la EC sobre la concentración 
en los compuestos fenólicos, la capacidad antioxidante y la acción antimicrobiana de los extractos. 
Obtuvieron que en la EC el efecto del solvente y la temperatura resultaron ser estadísticamente 
significativos (p<0.05), siendo el solvente Etanol/HCl (85:15; v/v) y la temperatura de 55ºC las 
mejores condiciones de extracción. Ningún extracto convencional presentó capacidad 
antimicrobiana. En la EFSC la temperatura resultó tener un efecto estadísticamente significativo 
(p<0.05), pero no observaron un efecto claro de la presión. Los extractos obtenidos mediante EFSC 
poseen una elevada capacidad antimicrobiana sobre la E. coli DH1. La dosis mínima de extracto con 
poder de inhibición se encontró en el rango de 1.57 a 1.96 equivalentes de ácido gálico (mg/l), 
medido en compuestos fenólicos. Así pues, la EFSC permite obtener extractos concentrados con alto 
poder antioxidante y antimicrobiano que pueden ser de uso directo ó para incorporar en los envases. 
 
 
Molina-Fajardo, Gómez-Barrera y Castaño-Osorio (2011), realizaron una investigación de 
Sansevieria trifasciata. Prain y su comportamiento frente a ensayos biológicos. Evaluaron las 
diferentes propiedades biológicas del extracto total etanólico y la fracción alcaloidal de hojas; así 
como la actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida 
albicans y la actividad citotóxica en células Vero y antitumoral en mieloma murino y Hep G2.  
Determinaron los metabolitos secundarios presentes en las hojas mediante el tamizaje 
fitoquímico y establecieron la toxicidad en Artemia salina. Hallaron  la presencia de alcaloides, 
leucoantocianidinas, saponinas esteroidales, cumarinas, lactonas sesquiterpénicas, glicósidos 
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cardiotónicos, carotenoides y carbohidratos; no detectaron presencia de flavonoides, 
naftoquinonas, antroquinonas y taninos, ni tampoco encontraron actividad antibacteriana contra 
E. coli. Sin embargo, el extracto etanólico mostró actividad frente a S. aureus y C. Albicans. 
Ninguno de los extractos expresó actividad citotóxica frente a células Vero ni anti tumoral en 
células de mieloma de ratón. La fracción alcaloidal presentó actividad anti tumoral en células 
Hep-G2. La concentración letal media en Artemia salina de los extractos fue de 146,1 µg/mL. 
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  PROCESO METODOLÓGICO 6.
 
 
6.1. Zona de estudio. 
Las muestras fueron recolectadas a 500m alrededor de la vía Chagualá por la Avenida 
Centenario (Ilustración 28a).  Recorrido vía de 19,3km (Ilustración 28b-c). en el sector del Sena 
agroindustrial. 
 
 a)  
 
Ilustración 28: Zona de estudio de la especie Iresine spiculigera, a) Mapa. Tomado croquis de [45], b) Especímenes 
recolectadas en la vía Chagualá Armenia- Calarcá y d) recorrido de 19,3km. (Fotos autor).  
b)  
c)  
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6.2. Clasificación taxonómica de la especie Iresine spiculigera.  
Se recolectaron dos ejemplares adultos completos con tallo prominente, hojas frondosas, 
sinflorescencias abundantes, los días los días 6 de mayo y 23 de julio del 2013 en las horas de la 
mañana. Posteriormente se prensaron por presión en papel periódico y luego se secaron en horno 
a 40°C por 24h. Después se ejecutó el proceso de montaje en cartulina opalina 28x40cm según 
los parámetros del herbario HUQ, con una etiqueta de 12x9cm con los siguientes datos: nombre 
del herbario, nombre científico de la especie, familia, nombre del determinante, características 
taxonómicas,  departamento y localidad, fecha, altitud, numero de ejemplar de recolección y 
recolector (Ilustración 29a-b). La identificación de la especie se realizó por parte del investigador 
de la familia Amaranthaceae, Ph.D. Carlos A. Agudelo Henao y con base en las claves para el 
género Iresine de Agudelo-Henao (2008). 
 
                a)                b)  
Ilustración 29: Ejemplar de la especie Iresine spiculigera: a) etiqueta b) montaje de herbario HUQ. (Fotos autor).  
 
 
6.3.  Preparación del material vegetal 
Las muestras de hojas, tallos y sinflorescencias de la especie Iresine spiculigera se colocaron 
cada una de forma independiente, en bolsas de papel periódico, en trozos pequeños, 
seleccionando las partes que estuvieran en mejores condiciones y desechando las que estuvieran 
afectadas por el sol o afectadas por insectos. Posteriormente se llevaron al horno a una 
temperatura de 40°C.  Terminado el proceso de secado,  se llevó  cada parte a un molino con 
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motor eléctrico de ½ HP de 115 V (Ilustración 30) con el fin de obtener muestras pulverizadas. 
Finalmente, se efectuó un proceso de tamizaje, para eliminar las impurezas y partículas más 
grandes, con el fin de obtener un material vegetal óptimo para la extracción. 
 
El material obtenido fue de 270,1g para hojas, 323,1g para tallos y 423,4g para las 
sinflorescencias (Ilustración 31a-c); luego se dejó c/u en maceración en frascos de vidrio, en 
etanol al 95% (Ilustración 31d), después de 1 a 2 meses se realizó el proceso de obtención del 
extracto vegetal etanólico total (ETT). Debe tenerse presente que se desconocía si algún 
metabolito secundario presente en la especie era sensible al calor [Guevara, 2011]. 
 
 
  
 
    
Ilustración 31: Material vegetal después de la molienda y tamizaje; a) sinflorescencias, b) tallos, c) hojas, d) 
maceración en etanol al 95%. (Fotos autor). 
 
 
6.4. Extracción para obtener el extracto vegetal etanólico total.   
Se realizó el siguiente proceso: (1) se colocó una tela malla en la boquilla del recipiente de 
vidrio, donde se encontraba el material vegetal en maceración; (2) se filtró al vacío, obteniendo 
un filtrado líquido de 750ml-1600ml aprox., y un residuo de hojas, tallos y sinflorescencias; (3) 
se concentró el filtrado líquido en el rotavapor para extraer el solvente y obtener el extracto 
a) b) c) d) 
Ilustración 30: Molino con motor eléctrico de ½ HP de 115 V. 
(Fotos autor).  
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vegetal inicial; (4) se depositó en una cápsula de porcelana para llevarla a baño maría, para 
eliminar cualquier traza de solvente (Ilustración 32), y finalmente se obtuvo el extracto vegetal 
etanólico total de c/u, se guardó y etiquetó en un recipiente de vidrio esterilizado con tapa. Este 
proceso se efectuó cada 2 meses aprox. con el fin de obtener el extracto vegetal etanólico total 
(ETT), para ejecutar las pruebas para la caracterización de los metabolitos secundarios 
(Ilustración 33a-d – 35a-d); para hojas (1/08/13, 29/09/13, 7/11/13, 30/01/14, 31/03/14), tallos 
(1/08/13, 25/09/13, 28/11/13, 2/02/14, 31/03/14), y sinflorescencias (30/07/13, 29/09/13, 28/11/13, 
2/02/14, 26/03/14). 
 
 
 
                                                                                                   
Ilustración 32: Extracción para obtener el extracto vegetal etanólico total para hojas, tallos y sinflorescencias. 
(Fotos autor) 
 
 
 
 
       a)  b)                         c)     d)  
Ilustración 33: Extracción para obtener el extracto vegetal etanólico total de sinflorescencias: a) filtrado líquido, b) 
residuo, c) baño maría, d) extracto vegetal etanólico total. (Fotos autor). 
 
Filtración al vacío Concentración muestra con el rotavapor Evaporación del solvente por baño maría 
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       a)     b)                      c)      d)  
Ilustración 34: Extracción para obtener el extracto vegetal etanólico total de hojas: a) filtrado líquido, b) residuo, c) 
baño maría, d) extracto vegetal etanólico total. (Fotos autor). 
 
 
 
 
       a)    b)                     c)    d)  
Ilustración 35: Extracción para obtener el extracto vegetal etanólico total de tallos: a) filtrado líquido, b) residuo, c) 
baño maría, d) extracto vegetal etanólico total. (Fotos autor). 
 
 
 
 
6.5. Caracterización inicial de metabolitos secundarios  
Con el extracto vegetal etanólico total obtenido después del proceso de filtración, 
concentración y evaporación para hojas, tallos y sinflorescencias. Se inició un proceso de 
caracterización inicial fitoquímica basada en la metodología planteada por Sanabria (1983). 
Mediante diagramas de flujo (Ilustración 36-43), para caracterizar los principales grupos de 
metabolitos como: alcaloides, esteroides, triterpenos, flavonoides, naftoquinonas, antraquinonas, 
taninos, saponinas, cardiotónicos, cumarinas, lactonas terpénicas. Que se describen a 
continuación.   
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15g del Extracto vegetal etanólico total
Residuo
"descartar"
Filtrado "A"
Alcaloides (+)
Capa CHCl3 (1)
Filtrado "B"
Reacción para 
alcaloides (+) o (-)
Dividir en 4 tubos de 
ensayo y adicionar 2 
gotas de los reactivos 
de I-IV 
1) Evaporar CHCl3 en
baño maría
2) Extraer el residuo con
3ml de HCl al 5%
3) Filtrar en frío
Capa acuosa "1" 
Capa CHCl3-etoh
Filtrado "C"
Reacción para alcaloides 
(+) o (-)
Hacer las 4 
reacciones para 
alcaloides 
1) Evaporar solvente
2) Extraer residuo
con 3ml de Hl al 5%
3) Filtrar
Capa acuosa "2"
Filtrado "D"
Alcaloides
Positivo
Capa CHCl3 (2)
Alcaloides fenólicos (+) 
ó (-) 
Evaporar solventes, extraer con 
3ml de HCL al 5% y hacer 
pruebas para alcaloides 
Capa acuosa "3" 
Acidular y hacer 
reacciones para 
alcaloides 
Alcaloides de amonio 
cuaternario y/o óxidos 
de aminas 
Alcalinizar resto de Filtrado 
"D" con NaHCO3 y extraer 
con 2 x 15ml de CHCl3
Negativo
Practicar las 4 
reacciones 
para 
alacaloides 
Acidular a PH 2, 
evaporar retos de 
solventes y filtrar 
Extraer con 2 x 15ml de 
CHCl3
Llevar a PH= 8 con NaOH al 20%
el resto del filtrados y extraer con 2
x 15ml de CHCl3
Alcaloides (-)
Colocar en 4 tubos de
ensayo 0.5ml y
adicionar 2 gotas de los
reactivos I-IVar
1) Extraer a  °C con 20ml de
HCl al 5%
2) Filtar en frío
6.5.1. Alcaloides. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 36: Diagrama de flujo para caracterización inicial de alcaloides. Tomado Sanabria (1983). 
I) Reactivo de Dragendorff 
II)  Reactivo de Mayer 
III) Reactivo de Valser  
IV) Reactivo de Wagner  
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6.5.2.  Esteroides y/o Triterpenoides libres, flavonoides, naftoquinonas y/o  
 antraquinonas, taninos y saponinas.   
 
 
Ilustración 37: Diagrama de flujo para la caracterización inicial de esteroides y/o triterpenoides libres, flavonoides, 
naftoquinonas y/o antraquinonas, taninos y saponinas. Tomado Sanabria (1983). 
 
 
  
15g de extracto vegetal etanólico total
Residuo
ResiduoSolución "F"
1ml
TANINOS
SAPONINAS
5ml
NAFTOQUINONAS Y/O 
ANTRAQUINONAS
5ml
FLAVONOIDES 
Tomar los siguientes volumenes y hacer pruebas para:
1. Extraer con 20ml y 10ml de
EtOH y HOH (1:7) a 60°C
2. Filtrar
Filtrado "E"
ESTEROIDES Y/O 
TRITERPENOIDES 
Concentar a  5ml y
analizar
1. Extraer por agitación en 20ml éter de petróleo
2. Filtrar en frío
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6.5.2.1. Esteroides y/o Triterpenoides. 
 
 
Ilustración 38: Diagrama de flujo para caracterización inicial de esteroides y/o triterpenoides. Tomado Sanabria 
(1983). 
Filtrado "E" contrado a 
baño maría (5ml)
Agitar fuertemente
Fase eterea 
Solución "E1"
Placa preparada con 
sílica de 10x10cm
Girar la placa 90°C 
hacia la izquierda 
Asperjar con  el reactivo 
Liebermann-burchard 
ESTEROIDES Y 
TRITERPENOIDES 
Presencia de manchas 
rojas-azules o verdes
Revelar por medio de calor de 5 a 
10min en horno a 110°C
Correr con una mezcla éter de petróleo-
éter etílivo-ácido acético (80:20:1)  
1. Correr con ciclohexano-acetato de etilo (95:5)
2. Esperar evaporación solvente  
Aplicar sobre la diagonal a 2cm del
verice inferior izquierdo
Fase acuosa 
Resposo hasta observar 2 capas
Tubo de ensayo se adiciona 10ml
de METOH-agua (90:10)
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6.5.2.2.  Flavonoides.  
 
Ilustración 39: Diagrama de flujo para caracterización inicial de flavonoides. Tomado Sanabria (1983). 
 
Métodos 
Reacción de 
Shinoda/cianidina
Placa escavada 
de cerámica
0,5mg 
Limadura de 
Magnesio
1ml 
Solución  "F"
Presencia decoloración roja, rosada, 
violeta o anaranjada
FLAVONAS- FLAVONOLES-
FLAVANONAS-
FLAVONONOLES-
ISOFLAVONOIDES Y 
XANTONAS
Gotas 
HCl
Agregar
Reacción con 
ácido clorhídrico
Tubo de 
ensayo
1ml 
Solución F
Calentar tubo a 
baño maría 
Presencia de 
coloración roja
LEUCOANTOCIANIDINAS
10 a 15 min
0,5ml 
HCl [ ]
Agregar 
  
52 
 
Reacción de Borntrâger- Krauss
Tubo de ensayo 
Agregar
Calentar la muestra a baño maría 10-15min
Extraer 
5ml de benceno 
Fase acuosa Fase orgánica 
1ml de una solución de hidróxido de sodio  al 5% que 
contiene 2% de hidróxido de amonio  
NAFTOQUINONAS Y/O 
ANTRAQUINONAS
Capa alcalina con coloración de 
rosado a rojo intenso indica 
presencia
Adicionar
Ampolla de decantación
Dejar enfriar
1ml de agua oxigenada de 20 
volumenes 1ml de ácido sulfúrico al 50%
5ml Solución "F"
6.5.2.3.  Naftoquinonas y/o Antraquinonas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 40: Diagrama de flujo para caracterización inicial de naftoquinonas y/o antraquinonas.  Tomado 
Sanabria (1983). 
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6.5.2.4. Taninos y saponinas. 
 
 
Ilustración 41: Diagrama de flujo para caracterización inicial de taninos y saponinas. Tomado Sanabria (1983). 
 
1ml Solución "F" 
Negativa (-)
Prueba de espuma y 
hemólisis con Solución "F" 
Positiva (+) 
5ml de Solución "F"
Solución "G"
Extracto etanol- acuoso destanizado 
Solución "G1" 
0,5ml Solución G1"
Reactivo 
geleatina -sal 
1ml Solución G1" 
Positiva Hemólisis Negativa
Agregar 5ml de 
suspención 
normalizada de 
globulos rojos 
Concentrar a 2ml
Residuo 
Complejo MgO-
tanino 
1) Mezcla con  2g de MgO,
agitar 10min sobre baño
maría hirviendo
2) Extraer con  12ml de
etanol hirviendo.
3) Filtrar
Prueba de espuma 
con 3ml de Solución 
"F"
1) Adicionar 1ml de Reactivo
Gelatina-sal
2) Centrifugar a 2.00 r.p.m
3) Agregar al residuo 1-2ml de sln a
10M de úrea
4) Añadir 2-3 gotas de FeCl3 al 10%
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6.5.2.5. Cardiotónicos, cumarinas, lactonas terpénicas. 
 
 
Ilustración 42: Diagrama de flujo para la preparación de las placas w, x, y, z para la caracterización inicial de 
cardiotónicos, cumarinas, lactonas terpénicas. Tomado Sanabria (1983). 
10g de extracto
Filtrado
Filtrar "Embudo buchner"
Filtrado 
Solución "H"
Solución "H1"
Placa W
Observar Uv 
254nm
Placa X Placa Y Placa Z
Disponer 4 placas 5x10cm preparadas con
sílica para CCD y sembrar la Solución H1 en
microgotas con un tubo capilar
1) Purificar en columna de 10mm
empacada con 10g de sílica gel
60
2) Eluir con 50ml de cloroformo-
metanol (90:10)
3) Eluato obtenido [ ] a 2-3ml en
ratavapor
Concentrar a 3ml 
en rotavapor 
Residuo
Descartar
1) [ ] aprox. 3/4 del vol. en rotavapor
2) Transferir a embudo de decantación 2x30ml de
cloroformo. Combinar las capas clorofórmicas.
3) Adicionar sulfato de sodio anhidro.
Residuo 
Descartar
1)Adicionar sln Pb(C2H2O2)2 al 4%, que
contien 0.5% de ácido acético en cantidad
suficiente para precipitar las clorofilas
2) Dejar en reposo 15min
3) Filtrar
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Ilustración 43: Diagrama de flujo para la caracterización inicial de cardiotónicos, cumarinas, lactonas terpénicas, 
cardenólidos. Tomado Sanabria (1983). 
 
 
 
6.6. Extracción y fraccionamiento por cromatografía en columna  
 Se realizó la técnica de cromatografía en columna fase normal, con una fase estacionaria de 
sílica gel 60 para CLC y una fase móvil, el disolvente en orden de polaridad ascendente: 
diclorometano, acetato de etilo y metanol. 
 
PLACAS  
Placa W
Observar uv 
254nm y 
366nm
Aspejar con 
vainilla ácido o-
Fosfórico y 
calentar 5-
10min a 110°C 
ESTEROIDES
TRITERPENOS
LACTONAS 
TERPÉNICAS 
Gran variedad 
de colores.  
Indica 
presencia 
Correr con 
cloroformo -
acetona 
(90:10)
Placa X
Observar uv 
254nm y 
366nm
Aspejar con 
hidroxamato 
férrico y 
calentar 5-
10min a 100°C 
CUMARINAS 
(Anaranjado)
LACTONAS 
TERPÉNICAS 
(Anaranjado, 
tojo o violeta)
Indica 
presenci
a 
Correr con 
cloroformo -
acetona 
(90:10)
Placa Y
Observar uv 
254nm y 
366nm
Aspejar con 
hidroxamato 
férrico y 
calentar 5-
10min a 
100°C 
CARDENÓLIDO
S 
LACTONAS 
 
INSATURADAS
Color 
violeta 
Indica 
presencia 
Correr con 
Cloruro de 
metileno- metanol-
agua (87:12:1)
Placa Z
Observar uv 
254nm y 
366nm
Aspejar con 
vainilla ácido 
o-Fosfórico y 
calentar 5-
10min a 110°C
CARDIOTÓNICOS 
(azul violáceo)
OTROS 
ESTEROIDES 
(rosadas, violetas etc)
Color azul 
violáceo. 
Indica 
presencia
Coloraciones 
rosadas, rojas, 
violetas, azules o 
verdes. Indica 
presencia 
Correr con Cloruro
de metileno-
metanol-agua 
(87:12:1)
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6.6.1. Montaje.  
Se utilizó una columna de vidrio con llave de paso, la cual se colocó sobre un soporte 
universal, y se aseguró con unas pinzas de nuez logrando una posición vertical, debajo un balón 
redondo de 250ml; se llenó con 124g aprox. de sílica de columna las ¾ de la columna de vidrio; 
después se adicionó un extracto sólido (12gr) absorbente que es una mezcla de sílica gel (SiO2) 
de tamaño de partícula 0.063-0.200mm con el extracto vegetal etanólico total [hojas (7/11/2013), 
tallos (13/02/2013) y sinflorescencias (7/02/2013 - 10/02/2013-13,3365gr) en proporción 1:1, 
con 22ml aprox. de diclorometano para homogenizar la muestra (Ilustración 44a), y se llevó a 
baño maría para evaporar el solvente hasta lograr una textura un aspecto pulverulento 
(Ilustración 44b), denominada fase estacionaria, y la fase móvil es el solvente (diclorometano, 
acetato de etilo, metanol), donde su elección es de vital importancia para una buena separación 
de los compuestos. El extracto sólido se mueve a través de la columna por efecto de la gravedad. 
Se establece un equilibrio entre el soluto adsorbido en la fase estacionaria y el disolvente que 
fluye por la columna obteniendo la fracción en el balón (Ilustración 45). 
 
a)                                 b)  
Ilustración 44: Preparación del extracto sólido: a) mezcla homogénea, b) mezcla final de aspecto polvoriento. 
(Fotos autor).   
 
a)                 b)                 c)   
Ilustración 45: Montaje columna de vidrio: a) fase inicial, b) fase final, c) extracción. (Fotos autor). 
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6.6.2.  Duración del proceso.  
El proceso de cada columna, presentó una duración aproximada de 5 meses: columna hojas 
diclorometano (CH2Cl2) 7/11/13 – 6/02/14, acetato de etilo (ACOET) 6/02/14 – 11/03/14, 
metanol (METOH): 11/03/14 - 5/05/14; columna tallos diclorometano 13/02/14 – 19/02/14, 
acetato de etilo 19/02/14 – 11/03/14, metanol: 11/03/14 - 05/5/14; columna sinflorescencias (1) 
diclorometano 7/02/14 – 12/03/14, acetato de etilo 13/03/14 – 1/04/14, metanol: 1/04/14 - 
12/05/14 y columna sinflorescencias (2) diclorometano 10/02/14 – 17/02/14, acetato de etilo 
17/02/14 – 13/03/14, metanol: 13/03/14 - 30/04/14. 
 
 
6.6.3. Elaboración de las fracciones por columna. 
 Las muestras contenidas en el balón en estado líquido obtenidas por extracción, se 
concentraron en el rotavapor con adaptador trampa para conectar el balón al equipo, finalmente 
se adicionaron a viales de vidrio, esterilizados, y tapados con tela malla para impedir la entrada 
de impurezas, eliminación a temperatura ambiente de cualquier traza del solvente, logrando una 
textura viscosa al final. Consiguiendo las fracciones por columna y por solvente.  
 
El cambio de solvente por columna se obtuvo en orden de polaridad ascendente (CH2Cl2), 
(ACOET), (METOH), bajo dos parámetros: (1) cambio de solvente por revelación de CCD sin 
ascenso de la muestra hasta el final de la placa, ni cambios fuertes de coloración (Ilustración 46a) 
y (2) que la muestra contenida en el balón tuviera un color transparente (Ilustración 46b). 
 
                   a)                    b)   
Ilustración 46: Parámetros cambio de solvente: a) Placa de la columna sinflorescencias (1) 2-5 ACOET para 
cambio a metanol, b) Muestra en estado líquido del balón obtenida de la columna de hojas. (Fotos autor). 
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6.7. Perfil cromatográfico.  
Después de obtener las fracciones por columna (hojas, tallos, sinflorescencias 1 y 2), se 
efectuó un perfil mediante el método de cromatografía en capa delgada (CCD), que se realizó 
con una lámina de vidrio recubierta con una capa delgada de un sólido adsorbente (sílica gel), 
preparado con agua destilada; aplicando un proceso de secado (temperatura ambiente),  
activación del agente absorbente (180ºC x 30min en horno), y un enfriamiento (a temperatura 
ambiente). Con la placa preparada y activada, se procedió a sembrar una pequeña cantidad de 
cada fracción con ayuda de un tubo capilar en un punto en la parte inferior de la placa, después 
se introdujo la placa en una cámara de vidrio cromatográfica, de forma que la placa quedara 
sumergida en el solvente (CH2Cl2, ACOET y METOH) (fase móvil), ascendiendo en la placa por 
capilaridad. A medida que el solvente pasa por el lugar donde está la fracción se establece un 
equilibrio entre las moléculas de cada uno de los componentes en la mezcla que son adsorbidas y 
las que se encuentran en disolución.  
 
Después de obtener las placas por CCD de las fracciones de hojas, tallos y sinflorescencias 
#1y #2, en elución ascendente de cada solvente. Se observaron al UV a 254nm para distinguir las 
bandas de colores y determinar el patrón de coloración para unirlos de acuerdo a las similitudes 
presentadas, en un solo vial. Estas fracciones son las fracciones perfil cromatográfico (Fr. (Pc)). 
 
 
6.8. Caracterización final de metabolitos secundarios 
Con las fracciones del perfil cromatográfico, se realizó un análisis para confirmar la presencia 
de metabolitos secundarios determinados en la caracterización inicial mediante cromatografía en 
capa delgada con una elución ascendente por solvente (CH2Cl2, ACOET y METOH) y por 
columna. Las placas se asperjaron con reactivos de revelación (tabla 2), y se observaron a luz 
visible y UV a 254nm para identificar presencia de metabolitos, basados en Gómez (2009). 
  
59 
 
Tabla 2: Reactivos reveladores. 
METABOLITO 
SECUNDARIO 
REACTIVO DE 
REVELACIÓN 
PRUEBA POSITIVA 
(Manchas) 
Alcaloides Wagner yodado Color violeta 
Terpenos y  
lactonas terpénicas 
Vainilla-Ácido Fosfórico Anaranjado - violeta 
Flavonoides Prueba de Shinoda Anaranjada rojiza - violeta 
Taninos Cloruro Férrico Verde, azul o negro 
Saponinas Cloruro de Zinc Anaranjadas hasta violetas 
Glucósidos cardiotónicos Ácido 3,5 Dinitrobenzoico  violeta-azuladas 
 
6.8.1. Reactivo de Wagner (Alcaloides).  
Se disolvió 1,0g de yodo y 10,0g de yoduro de potasio en 50,0ml de agua, se acidificó con 
2,0ml de ácido acético glacial y se completó con agua a un volumen de 100,0ml. Finalmente se 
asperjó y observó la formación de manchas color marrón para una prueba positiva  
 
6.8.2. Vainillina - Ácido fosfórico (terpenos y lactonas terpénicas). 
Se disolvió 100mg de Vainillina  en 100,0ml de solución de ácido fosfórico al 50% en agua 
destilada. Se asperjó y calentó de 10–20 minutos a 120ºC. Se evaluó en luz visible y al UV a 
254nm.  Finalmente se observó la presencia de colores desde el anaranjado hasta el violeta para 
prueba positiva.  
 
6.8.3. Prueba de Shinoda (flavonoides).   
Se colocó en contacto 5 gotas del extracto con HCl concentrado y magnesio metálico (en 
limaduras) en una placa escavada; y se observó la presencia de coloración desde anaranjada 
rojiza hasta violeta para prueba positiva. 
  
6.8.4. Cloruro Férrico (taninos).  
Se preparó una solución de Cloruro de hierro (III) entre el 1 y 5% en ácido clorhídrico 0,5N. 
Se asperjó y calentó de 10–20 minutos a 120ºC. Finalmente se evaluó en luz visible, y se observó 
la presencia desde el verde, azul o negro para prueba positiva. 
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6.8.5. Cloruro de Zinc (saponinas).  
Se pesó y disolvió 30,0g de Cloruro de Zinc en metanol hasta completar un volumen final de 
100,0ml y se filtró la disolución. Se realizó el proceso de aspersión y calentamiento de 5–10 
minutos a 105ºC. Se observó la presencia de fluorescencia a luz visible y luz UV a 254nm, las 
manchas desde anaranjadas hasta violetas para prueba positiva.  
 
6.8.6. Ácido 3,5 Dinitrobenzoico (reactivo de kedde) (glicósidos cardiotónicos).   
Se pesó 1,0g de ácido 3,5 dinitrobenzoico, se disolvió en una mezcla de 50,0ml de metanol y 
50,0ml de KOH a 2N.  Se asperjó, se calentó de 5–10 minutos a 105ºC.  Se evaluó a luz visible la 
presencia de manchas violeta-azuladas para prueba positiva.  
 
 
6.9. Purificación de fracciones de perfil cromatográfico.   
Con las fracciones perfil cromatográfico seleccionadas (Fr. (Pc) Selec.) (Total 13) de acuerdo a 
la presencia de cristalización, abundancia con apariencia viscosa, presencia abundante o 
moderada de terpenos, taninos y saponinas (tabla 3). Se efectuó la técnica de cromatografía de 
adsorción sólido-líquido, con una fase estacionaria de sílica gel 60 para CLC y una fase móvil 
con el solvente en orden de polaridad en diferentes proporciones (tabla 4), de acuerdo al 
comportamiento que presentó la columna en el proceso.  
 
Este montaje de columna se realizó igual a la sección 6.6.1, con la diferencia en la cantidad 
del extracto sólido (0,283g-1,163g) dependiendo del tamaño de la columna. Se aplicó la técnica 
de CCD en placa para determinar el perfil cromatográfico basados en el procedimiento de la 
sección 6.7. 
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Tabla 3: Fracciones del Pc seleccionadas para preparación de extracto sólido de Iresine spiculigera.  
 
 
Tabla 4: Proporciones de solventes para purificación de fracciones de Iresine spiculigera.    
Solvente de la (Fr. (Pc)) Fase móvil (Solvente) Proporciones Vol c/u 50ml 
 
Diclorometano  
(CH2Cl2) 
 
(CHCl3) ó (CH2Cl2) Cloroformo ó Diclorometano 
CHCl3 – ACOET 9:1-5:5 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 
Metanol (metanol) Metanol  
 
 
Acetato de etilo  
(ACOET) 
Diclorometano (CH2Cl2)  Diclorometano 
CH2Cl2 - ACOET 9:1 – 5:5 
ACOET - Diclorometano 6:4 - 9:1 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 50ml 
ACOET - METOH 9:1 - 5:5 
Metanol (metanol) Metanol  
 
Metanol 
 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 50ml 
ACOET - METOH 9:1 - 5:5 
Metanol - ACOET 6:4 – 9:1 
Metanol (metanol) Metanol  
 
 
6.10. Cromatografía preparativa de columna con sílica gel. 
Se ejecutó la técnica de cromatografía preparativa en columna, con una fase estacionaria de 
sílica gel 60 para CLC y una fase móvil con el solvente en orden de polaridad ascendente 
cloroformo y acetona, con una columna de vidrio (jeringa) de 5cm x 1,5cm. 
 
El montaje se efectuó  basados en la sección 6.6.1, con un extracto sólido con 0,2227g de la 
fracción (Fr. (Pc)) 1-4 CHCl3, obtenida de la fracción de perfil cromatográfico  seleccionada (Fr. 
(Pc) Selec.)  5-6 CH2Cl2. Y un reemplazo en el proceso de llenado de sílica de columna por sílica 
gel. Logrando una elución del extracto sólido por gravedad con el solvente (cloroformo y 
acetona). Finalmente se ejecutó la técnica de CCD, para determinar perfil cromatográfico 
siguiendo el proceso de la sección 6.7. 
 Diclorometano Acetato de etilo  Metanol  
Hojas  1* 5-6 8-9 1-2 
Tallos 1-2 2-3 2-5 
Sinflorescencias #1 2-5 1* 1-3 
Sinflorescencias # 2 1-4 1-3 2* 
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6.11. Evaluación del potencial del potencial citotóxico.  
6.11.1. Preparación de inóculos de bacteria y hongo (con aislamiento). 
6.11.1.1. Hidratación de las cepas.  
La bacteria Burkholderia glumae y el hongo Pyricularia oryzae proporcionadas por patología 
de arroz del CIAT, se encontraban en estado de liofilización, por consiguiente se hidrataron en 
solución salina isotónica estéril al 0,8% para reactivar los microorganismos, en un tubo 
eppendorf y se colocaron a 2°C en la nevera para su conservación (Ilustración 47). 
 
 
 
 
6.11.1.2. Cultivo de las cepas.   
Se utilizó la técnica de microdilución en agar, con el medio de cultivo MacConkey y Difco TM 
Nutrient para la bacteria Burkholderia glumae y Sabouraud Chloramphenicol para el hongo 
Pyricularia oryzae (Ilustración 60 a-b). Estos medios se prepararon en un Erlenmeyer utilizando 
80ml de agua destilada por c/u y 4,12g (MacConkey), 1,84g (Difco TM Nutrient), ó 5,24g 
(Sabouraud Chloramphenicol) (Ilustración 48a) preparados mediante la guía de cantidades de 
g/1l estipulado por laboratorio. Después se esterilizaron los medios y el material a usar en 
autoclave a 100°C durante 1h (Ilustración 48b).  
 
Finalmente se adicionó c/medio agar en una caja de Petri, se dejó enfriar por 5min para 
alcanzar su estado sólido; se tomaron las cepas del tubo eppendorf,  y se sembraron (27/08/14) 
mediante la técnica de frotis en estría, de acuerdo al medio agar seleccionado. Cada muestra 
Ilustración 47: Cepas hidratadas en solución salina contenidos en tubos 
eppendorf. (Fotos autor).  
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tenía su respectivo control para evaluar posible contaminación. Estas 6 cajas Petri (Ilustración 
48c) se guardaron a temperatura ambiente en una nevera de icopor para su proliferación, la 
bacteria por 640h aprox. (24/09/14, 27½ días) y el hongo por 1226h aprox. (17/10/14, 51días) 
 
 
6.11.1.3. Aislamiento del hongo. 
El hongo se aisló utilizando la técnica de microdilución en agar de la siguiente manera: 
preparando los medios de cultivo en un Erlenmeyer con 50ml de agua destilada por c/u y 2,0g de 
agar de Tripticasa de Soya y 1,15g de agar de Difco TM Nutrient basadas en la tabla de cantidades 
establecidas por el laboratorio en g/1l; luego se esterilizaron junto con los materiales a usar en 
autoclave a 100°C durante 1h. Después se tomaron las colonias del hongo sembrado en la caja de  
Petri (con agar Sabouraud Chloramphenicol 27/08/14) (Ilustración 48d) con el aza y se 
sembraron en las cajas de petri con los nuevos medios de cultivo (Ilustración 48e-f) con sus 
controles; y finalmente se llevó a la incubadora a 37°C, para que proliferen rápidamente, 336h 
(17/10/14 -31/10/14, 14 días) (336h).  
 
a)         b)           c)   
d)       e)      f)  
Ilustración 48: Preparación de inóculos: a) medios de cultivo en agar, b) materiales y medios esterilizados, c) 6 
cajas de Petri + cepas cultivadas, d) hongo cultivado en agar Sabouraud Chloramphenicol, e) hongo asilado en agar 
Difco TM Nutrient, f) hongo asilado en agar Tripticasa de Soya. (Fotos autor). 
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6.11.2. Análisis de características físicas.  
Las características físicas del hongo y la bacteria se realizaron mediante la observación al 
microscopio a 100X de la forma y sus estructuras básicas de caracterización. Se identificó el tipo 
de bacteria (Burkholderia glumae) mediante la técnica de tinción de Gram, y azul de lactofenol 
para identificar los componentes del hongo  (Pyricularia oryzae).  
 
 
6.11.2.1. Tinción de Gram: bacteria “Burkholderia glumae”. 
 Es una técnica creada en 1884, por un bacteriólogo danés, Christian Gram, que desarrolló una 
técnica de tinción que permitió separar a las bacterias en dos grandes grupos: Gram positivas y 
Gram negativas, basados en si retienen o no, el colorante primario (cristal violeta) luego del 
proceso de decoloración. Los organismos que retienen el cristal violeta luego de la adición del 
agente decolorante, el alcohol, aparecen como azul oscuro o violeta, y se designan como Gram 
positivos; aquellos que pierden el cristal violeta y se tiñen con el colorante secundario, la 
safranina, aparecen como rojos y se designan como Gram negativos [De Vizcarrondo y  De 
Gamboa, 2008]. 
 
Esta técnica se aplicó después de identificar la cepa de la bacteria sembrada en agar 
Macconckey como la más apta por su proliferación exitosa y ausencia de contaminación 
trascurridas las 640h. Por lo tanto, se tomó una colonia de la bacteria con un aza y se sembró por 
frotis en estría en un portaobjetos, y se pasó 5 veces por el mechero para fijar la colonia. Después 
se le ejecutó el proceso de aplicación de los colorantes (Ilustración 49a), con un lapso de 1min 
por c/u y posteriormente se lavaron con agua destilada por c/u, para determinar si la bacteria era 
Gram (+) ó Gram (-), en el siguiente orden: 
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 (1) cristal violeta, tiñe violeta los polisacáridos de la membrana de ambos tipos de bacterias; 
(2) La solución de lugol, actúa como mordiente, y permite que se fije el violeta donde el yodo se 
combina con el cristal violeta y forma un compuesto que precipita en el interior de la célula; (3) 
El alcohol-acetona causando en las Gram positivas que no se remueva fácilmente el color violeta 
y en las Gram negativas las decolora; (4) La safranina, la cual se dejó en contacto por 30 
segundos a diferencia de los otros tres colorantes anteriores; y finalmente se lavó con agua 
destilada, causando en las Gram negativas una coloración rojiza y en las Gram positivas 
permanecen azules (Ilustración 49b) [Santambrosio et al., 2009]. La lámina preparada se secó a 
temperatura ambiente encima de toallas absorbentes. Se  observaron al microscopio óptico a 
100X. 
 
a)                               b)   
 
Ilustración 49: Tinción de Gram a) colorantes cristal violeta, lugol, alcohol-acetona y safranina, b) representación 
gráfica del proceso de la tinción de Gram. Tomado de  De Vizcarrondo y  De Gamboa  (2008).    
 
     
                                                           
6.11.2.2. Azul de lactofenol: “Pyricularia oryzae”. 
La tinción de azul de lactofenol no es considerada una tinción diferencial, sin embargo, posee 
características tintoriales que permiten observar cada uno de los componentes fúngicos y apreciar 
fácilmente las estructuras para una adecuada identificación [López, et al., 2014]. El azul de 
lactofenol es un colorante ácido, que tiñe el citoplasma y la quitina presente en las células 
fúngicas, mientras que el glicerol mantiene húmeda la preparación [Farrant, 1954; Ohi, 2004].  
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Esta técnica se aplicó después de identificar la cepa del hongo sembrado en agar Sabouraud 
Chloramphenicol como la más apta por su proliferación exitosa y ausencia de contaminación 
trascurridas las 1226h. Por consiguiente, se tomó primero el hongo blanco (Ilustración 50), se 
recogió las esporas con una cinta pegante para mayor facilidad, se agregó unas gotas de azul de 
lactofenol en el portaobjetos y se colocó la cinta encima del portaobjetos; y después se tomó el 
hongo naranja (Ilustración 50), se sembró con un aza mediante frotis en un portaobjetos, se 
agregó unas gotas de azul de lactofenol, y se colocó el cubreobjetos.  
 
    Ilustración 50: hongo Pyricularia oryzae. (Fotos autor).                        
 
 
 
6.11.3. Determinación de la actividad antimicrobiana y antimicótica de las fracciones  
finales de Iresine spiculigera.  
 
6.11.3.1. Preparación de las fracciones finales. 
Para este proceso se seleccionaron algunas de las fracciones de perfil cromatográfico, con 
mayor abundancia y con gran cantidad de metabolitos secundarios fueron 42 (Tabla 5), luego se 
llevaron a esterilizar en el autoclave a 100°C durante una hora (Ilustración 51). 
 
Tabla 5: Fracciones del perfil cromatográfico de Iresine spiculigera. 
 Hojas  Tallos  Sinflorescencias #1 Sinflorescencias # 2 
ETT 1 1  1  
Diclorometano 10 1 3  3 
Acetato de etilo 5 2 4  2 
Metanol 3 3 2  3 
TOTAL 18 6 9 1 8 
A 
B 
A: Hongo Naranja 
B: Hongo Blanco 
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Ilustración 51: Esterilización de las fracciones en autoclave a 100°C por 1h. (Fotos autor). 
 
Las fracciones de perfil cromatográfico seleccionadas se trabajaron en tres concentraciones 
diferentes 1000mg/1ml, 500mg/1ml y 250mg/1ml por fracción. Se prepararon de la siguiente 
manera: (1) se pesó 0,01g de la fracción con la ayuda de una pesa sustancias de vidrio y una 
balanza GIBERTINI modelo E50S digital calibrada; (2) se disolvió la muestra en 
dimetilsulfóxido (DMSO) al 2%; (3) se adicionó la muestra diluida del pesa sustancias a un 
balón aforado de 10ml y se adicionó agua destilada hasta completar un volumen de 10ml, esta es 
la primera concentración de 1000mg/1ml, (4) de esta muestra se tomaron 1ml de la primera 
concentración, y se adicionó 1ml de agua destilada, esta es la segunda concentración de  
500mg/1ml; y finalmente se tomó 1ml de la de la concentración 1000mg/1ml, y se adicionó 3ml 
de agua destilada, esta es la tercera concentración de 250mg/1ml (Ilustración 52a-b).  
 
Cada una de estas muestras se adicionó en viales de vidrio previamente esterilizados, los 
cuales se sellaron con papel parafina, se etiquetaron y se guardaron en la nevera a 2°C para su 
conservación. El total de muestras elaboradas fueron 44 a tres concentraciones diferentes, para 
un total de 132 fracciones finales (FF) (Ilustración 52c). 
 
a)       b)        c)  
Ilustración 52: Preparación de las fracciones: a) materiales utilizados; b) balanza GIBERTINI modelo E50S; c)  132 
FF. (Fotos autor). 
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6.11.3.2. Análisis de concentración inhibitoria mínima (CIM).  
Para la elaboración de este análisis se necesitó de la bacteria Burkholderia glumae sembrada 
en agar MacConkey y hongo Pyricularia oryzae aislado en agar Trypticasa de soya. Cada 
inóculo proliferado se llevó a turbiedad tubo # 5 de MCFARLAND- BIOMERIEUX, mediante 
vórtex en un equipo SCILOGEX MX-S por 20s. En el caso de la bacteria se tomaron colonias 
con el aza y se adicionaron a un tubo de ensayo de vidrio con tapa rosca en 10ml de una solución 
salina isotónica estéril al 0,8%; y, en el caso del hongo se tomó solución salina isotónica estéril 
al 0,8% y se adicionó por presión con jeringa, y posteriormente se llevó al tubo de ensayo de 
vidrio hasta completar los 10ml.  Finalmente ambos muestras se llevaron a la nevera a 2°C. 
(Ilustración 53a-d). 
 
Después se ejecutó el proceso de preparación de 50ml los medios de cultivo agar Macconkey 
para Burkholderia glumae y Trypticasa de soya para Pyricularia oryzae, de igual manera que las 
secciones 6.10.1.2 y 6.10.1.3. Con estas preparaciones se realizó el ensayo de concentración 
inhibitoria mínima en  cuatro microplacas de 96 pozos: la Microplaca A y Microplaca B para la 
bacteria, Microplaca C y Microplaca D para el hongo. Por la técnica de microdilución en agar, 
basados en un cuadro guía (anexo I, II) así: (1) se adicionó en cada pozo de la microplaca, 100µl 
el medio de cultivo agar, 50µl del microorganismo a turbiedad tubo #5 McFarland y 50µl de las 
fracciones finales; se sellaron y llevaron a incubadora LAB-LINE IMPERIAL III de 37°C - 
40°C. Las microplacas se observaron por 117h para la bacteria (2 microplacas) y 218h para el 
hongo (2 microplacas) con el fin de determinar la CIM.  
 
a)     b)     c)     d)  
Ilustración 53: Ensayo de CIM: a) bacteria B. glumae a turbiedad tubo# 5 MCFARLAND, b) hongo P. Oryzae 
turbiedad tubo# 5 MCFARLAND, c) equipo SCILOGEX MX-S para vórtex, d) microplaca de 96 pozos. (Fotos autor). 
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6.11.3.2.1.  CIM  mediante lectura por espectrofotómetro a una absorbancia de 600nm.   
Con las fracciones finales seleccionadas con concentración inhibitoria mínima (CIM) positiva 
de la bacteria Burkholderia glumae y el hongo Pyricularia Oryzae. Se realizó un proceso de 
análisis por lectura por espectrofotómetro a una absorbancia de 600nm en el espectrofotómetro 
GENESYS 5, para confirmar la CIM observadas en las microplacas. De la siguiente manera: se 
cultivó el microorganismo mediante la técnica de microdilución en medio líquido en un tubo 
falcon de 50ml, se adicionó 1,200µl de la bacteria Burkholderia glumae (turbiedad tubo #5 
MCFARLAND), con 20ml medio líquido esterilizado (caldo nutritivo) Mueller Hinton Broth 
(Ilustración 54a), y se llevó a la incubadora LAB-LINE IMPERIAL III de 37°C – 40°C (Falcon 
#1) por 24h, para obtener el microorganismo en crecimiento; adicionalmente se preparó 40ml del 
caldo nutritivo esterilizado en un tubo falcon (Falcon #2) con 40ml de agua destilada y 0,84g del 
medio de cultivo Mueller Hinton Broth ambos tubos se guardaron en la nevera a 2°C. 
 
  Posteriormente con ambas preparaciones se ejecutó el análisis de espectrofotometría por 
ciclos (6 cubetas: 5 muestras y un control), en el espectrofotómetro GENESYS 5, así: (1) muestras: 
en un tubo eppendorf se adicionó con micropipeta 500µl de caldo nutritivo (Falcon #2), 250µl de 
bacteria cultivada (Falcon #1), y 250µl de la fracción final seccionada y el control:  son 500µl de 
caldo nutritivo (Falcon #2) y 250µl de la bacteria cultivada (Falcon #1) en un tubo eppendorf. 
Finalmente el contenido de los tubos se adicionó a las cubetas por ciclo (5 muestras- 1 control) y 
se colocaron dentro del equipo para la lectura de las absorbancias. Las lecturas se realizaron en 
intervalos de tiempo de 20min hasta la 1h 20min; después de la lectura se llevó a la incubadora 
por 20min más, proceso que se repitió hasta los 80min (Ilustración 54b-c).  
 
a)        b)           c)   
Ilustración 54: Análisis CIM mediante lectura en espectrofotómetro a 600nm: a) medio de cultivo líquido MH, b) 
Espectrofotómetro, c) muestras en los tubos eppendorf. (Fotos autor). 
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Después de obtener las absorbancias suministradas por el espectrofotómetro, un análisis de 
Anova multifactorial con Interacción de dos factores, en el programa STATGRAPHICS 
CENTURION XVI; donde las absorbancias se cambiaron a porcentaje de inhibición mediante la 
fórmula consultada en Irianda y Benedito, (2011).  
 
 Fórmula		por	intervalos	de	tiempo: %	ܫ	(ܲ݋ݎܿ݁݊ݐ݆ܽ݁	݀݁	ܫ݊ℎܾ݅݅ܿ݅ó݊) = ܱܦܥ − ܱܦܶ
ܱܦܥ
ܺ	100 
 
 
ODC = Absorbancia muestra control intervalos de tiempo 
ODT = Absorbancia de la muestra con tratamiento (Tratadas con las fracciones finales Iresine spiculigera) 
 
 
 
6.11.4. Determinación de la actividad citotóxica de las fracciones finales de Iresine  
spiculigera. 
Para evaluar la citotoxicidad de las fracciones finales seleccionadas de I. spiculigera con CIM 
positiva, se utilizó un cultivo de línea celular de Células epiteliales de riñón de mono verde 
Africano Chlorocebus (células vero), en medio DMEN (Dulbecco´s Modified Tagle Medium), 
proporcionados por la línea de cultivo celular del centro de investigaciones biomédicas, 
suplementado con 10% de Suero fetal bovino (Invitrogen), en una condición húmeda con 5% de 
CO2 a 37°C en incubadora REVCO ELITE II.  
 
El ensayo se efectuó mediante la técnica de microdilución en dos microplacas de 96 pozos, 
con 10.000 células por pozo en 100µl de medio con 10% de Suero fetal bovino, 11µl de las 
fracciones finales seleccionadas con CIM positiva, 11µl de DMSO al 2% para observar 
mortalidad, basados en un cuadro guía (anexo II). Después se sellaron y llevaron a la incubadora 
REVCO ELITE II a 5% de CO2 a 37°C por 20h (Ilustración 67 a) [Cortés, 2005]. 
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Transcurridas 20h se adicionó 11µl de resarzurin (440µM) en cada pozo; posteriormente se 
llevaron a la incubadora REVCO ELITE II a 5% de CO2 a 37°C por 2h. Después se efectuó la 
lectura de absorbancias en el equipo LECTOR MICROELISA EPOCH DE BIOTEK a una 
longitud de onda de 570nm y 603nm, luego el equipo proporciona el delta (∆), con el cual se 
realizó el análisis estadístico de Anova simple con el programa STATGRAPHICS CENTURION 
XVI, donde las absorbancias se cambiaron a porcentaje de viabilidad mediante la fórmula 
consultada en Jaimes (2010).  
   %	∆	ܸܾ݈݅ܽ݅݅݀ܽ݀ = ܣܾݏ݋ݎܾܽ݊ܿ݅ܽ	݉ݑ݁ݏݐݎܽ	ܿ݋݊	ݐݎܽݐܽ݉݅݁݊ݐ݋
ܣܾݏ݋ݎܾܽ݊ܿ݅ܽ	݉ݑ݁ݏݐݎܽ	ܿ݋݊ݐݎ݋݈
ܺ	100 
 
Muestra control: promedio de absorbancias de DMSO. 
Muestras con tratamiento: (tratadas con las fracciones finales de Iresine spiculigera) 
 
 
 
a)      b)          c)  
Ilustración 55: Determinación de la actividad citotóxica de las fracciones 47 fracciones con CIM positivo de Iresine 
spiculigera: a) microplacas de 96 pozos con células vero, b) rezarsurin a 10x [ ] inicial y 440µM [ ], c) equipo lector 
microelisa Epoch. (Fotos autor). 
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 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  7.
 
 
7.1. Clasificación taxonómica de la especie 
La especie fue determinada como Iresine spiculigera Seubert, familia botánica 
Amaranthaceae con número de determinación 023 y número de colección de herbario HUQ 
35787 (Anexo IV).  Esta especie ha sido ubicada bajo la sinonimia de Iresine diffusa, pero 
Agudelo (2008) en el estudio sistemático de Iresine le devolvió su estatus de especie.  
  
 
7.2. Caracterización inicial de metabolitos secundarios  
Estos análisis se realizaron con el extracto vegetal etanólico total (ETT) de la especie Iresine 
spiculigera obtenido a partir de las hojas, tallos y sinflorescencias en etanol al 95%. Basados en 
la metodología descrita, se determinaron cuatro categorías para la presencia del metabolito con 
valor cualitativo (tabla 6); para alcaloides (por turbidez, solubles en cloroformo, insolubles en 
cloroformo, fenólicos y de amonio cuaternarios), esteroides, triterpenoides, flavonoides, 
leucoantocinidinas, nanftoquinonas, antraquinonas, taninos, saponinas, cardiotónicos, cumarinas 
y lactonas terpénicas:   
 
 Tabla 6: Valor cualitativo de la presencia para todos los metabolitos secundarios 
 
 
 
PRESENCIA REPRESENTACIÓN 
Abundante + + + 
Moderado + + 
Escaso + 
Ausente - 
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7.2.1. Alcaloides.  
Se ejecutó el proceso para caracterizar alcaloides preliminares basados en el diagrama de flujo 
(Ilustración 36); dio un resultado con presencia variable, en su mayoría positivo de acuerdo al 
nivel de precipitación (tabla 6) con los cuatro reactivos de revelación (Ilustración 56a-c - 61a-c). 
Cada tubo se etiquetó: (B.H), (V.H), (M.H), (D.H), (W.H) para Hojas; (B.T), (V.T), (M.T), (D.T), 
(W.T), para Tallos; (B.F), (V.F), (M.F), (D.F), (W.F), para Sinflorescencias; donde B: Blanco = 
control, V: reactivo Valser, M: reactivo Mayer, D: reactivo Dragendorff, y W: reactivo Wagner. 
 
Se encontraron alcaloides según su turbidez con precipitado abundante (presencia abundante) 
hasta escaso (presencia escaso) para los ETT de hojas, tallos y sinflorescencias, consignados en 
la tabla 7 de acuerdo a su valor cualitativo; que se observó en los tubos de ensayo por la reacción 
de los reactivos de revelación Valser, Mayer, Dragendorff y Wagner en la Ilustración 56a-c. 
Según Sanabria (1983), este resultado positivo puede ser por sustancias no nitrogenadas.    
 
Tabla 7: Valor cualitativo de la abundancia de precipitado de alcaloides de Iresine spiculigera  
 
 
a)       b)       c)  
Ilustración 56: Caracterización inicial de alcaloides “filtrado A” según su turbidez de I. spiculigera, con resultado 
positivo: (a) hojas (b) tallos y (c) sinflorescencias. (Fotos autor). 
 
Alcaloides Filtrado “A” Turbidez 
 Reactivo Valser Reactivo Mayer Reactivo Dragendorff Reactivo Wagner 
Hojas + + + + + + + + + 
Tallos + + + + + + + + 
Sinflorescencias + + + + + + + + + + + + 
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Y por esta razón se sometieron a purificación para caracterizar los alcaloides solubles en 
cloroformo con precipitado positivo, y un valor cualitativo de presencia abundante hasta escasa 
para los ETT de hojas, tallos, y sinflorescencias consignados en la tabla 8; que se observó en los 
tubos de ensayo por la reacción de los reactivos de revelación Valser, Mayer, Dragendorff y 
Wagner, en la Ilustración 57a-c. 
    
 
Tabla 8: Valor cualitativo de los alcaloides solubles en cloroformo de Iresine spiculigera. 
 
 
a)       b)       c)  
Ilustración 57: Caracterización inicial de alcaloides solubles en cloroformo “filtrado B/ clorofórmica 1” de I. 
spiculigera, con resultado positivo: (a) hojas, (b) tallos y (c) sinflorescencias.  (Fotos autor). 
 
  
Los alcaloides insolubles en cloroformo consignados en la tabla 9 para los ETT de hojas, tallos, y 
sinflorescencias, con presencia de abundante a escasa; de acuerdo al precipitado observado en los 
tubos de ensayo, por la reacción de los reactivos de  revelación Valser, Mayer, Dragendorff y 
Wagner, en la Ilustración 58a-c. Según Sanabria (1983), son alcaloides con polaridad 
relativamente altos. 
 
Alcaloides “Filtrado B/ clorofórmica 1” Solubles en CHCl3 
 Reactivo Valser Reactivo Mayer Reactivo Dragendorff Reactivo Wagner 
Hojas + + + + + + + + + + + + 
Tallos + + + + 
Sinflorescencias + + + + +  + + + + + + 
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Tabla 9: Valor cualitativo de los alcaloides insolubles en cloroformo de Iresine spiculigera. 
Alcaloides Filtrado “C” Insolubles en CHCl3 
 Reactivo Valser Reactivo Mayer Reactivo Dragendorff Reactivo Wagner 
Hojas + +  +  + + + + 
Tallos + + +  + + +  
Sinflorescencias + + + + + + + + + + + + 
 
a)     b)     c)  
Ilustración 58: Caracterización inicial de alcaloides insolubles en cloroformo “filtrado C” de I. spiculigera, con 
resultado positivo: (a) hojas, (b) tallos y (c) sinflorescencias. (Fotos autor). 
 
 
 
A partir del Filtrado D, se determinaron los alcaloides fenólicos ó de amonio cuaternarios 
consignados en la tabla 10 para los tres ETT, desde ausencia en tallos y presencia escasa hasta 
abundante en hojas y sinflorescencias, se observó el precipitado en los tubos de ensayo, por la 
reacción de los reactivos de revelación Valser, Mayer, Dragendorff y Wagner, en la Ilustración 
59a-c.          
 
Tabla 10: Valor cualitativo de los alcaloides fenólicos y/o de amonio cuaternarios de Iresine spiculigera. 
Alcaloides Filtrado “D” Fenólicos ó de amonio cuaternario 
 Reactivo Valser Reactivo Mayer Reactivo Dragendorff Reactivo Wagner 
Hojas + + + + +  + + + + 
Tallos - -  - - 
Sinflorescencias + + + + +  + +  +  
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a)      b)      c)  
Ilustración 59: Caracterización inicial de alcaloides fenólicos ó de amonio cuaternario “filtrado D” de I.spiculigera, 
con resultado variante: (a) hojas, (b) tallos y (c) sinflorescencias. (Fotos autor). 
 
 
Los alcaloides fenólicos consignados en la tabla 11, por valor cualitativo con ausencia en tallos y 
presencias abundante a escasa; se observó en los tubos de ensayo el precipitado por reacción de 
los reactivos de revelación Valser, Mayer, Dragendorff y Wagner, en la Ilustración 60a-c.          
 
 
Tabla 11: Valor cualitativo de los alcaloides fenólicos de Iresine spiculigera.  
Alcaloides Fenólicos/“ Capa CHCl3 (2)”  
 Reactivo Valser Reactivo Mayer Reactivo Dragendorff Reactivo Wagner 
Hojas + +  +  + + + + 
Tallos - - - -  
Sinflorescencias + +   + + +  + +  
 
 
 a)      b)      c)  
Ilustración 60: Caracterización inicial de alcaloides fenólicos “Capa clorofórmica 2” de I. spiculigera, con 
resultado variante: (a) hojas, (b) tallos y (c) sinflorescencias. (Fotos autor). 
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Finalmente los alcaloides de amonio cuaternarios consignados en la tabla 12, con ausencia en 
tallos con el reactivo de Mayer y presencia abundante hasta escasa para los ETT de hojas, 
sinflorescencias con los cuatro reactivos de revelación y tallos con los reactivos Valser, 
Dragendorff y Wagner, se observaron en los tubos de ensayo en la Ilustración 61a-c.   
 
En la familia Amaranthaceae,  López de Ruiz et al. (2003), en el extracto obtenido en metanol-
agua de Amaranthus muricatus, aislaron e identificaron dos bases de amonio, colina y 
acetilcolina, identificadas ambas mediante la aplicación de espectrometría de 1HRMN 
(resonancia magnética nuclear por protones) y por cromatografía en capa fina con el reactivo de 
Mayer frente a testigos auténticos, la colina actúa como agente lipotrópico [Miguel et al., 1995]. 
 
Tabla 12: Valor cualitativo de los alcaloides de amonio cuaternarios de Iresine spiculigera. 
Alcaloides De amonio cuaternario y/o óxidos de aminas “ Capa Acuosa (3)”  
 Reactivo Valser Reactivo Mayer Reactivo Dragendorff Reactivo Wagner 
Hojas + + + + + + + + + + + 
Tallos + - + + +  
Sinflorescencias + + +  + + + +  + +  
 
a)     b)     c)  
Ilustración 61: Caracterización de alcaloides de amonio cuaternario “Capa acuosa 3” de I. spiculigera, con 
resultado variante (a) hojas, (b) tallos y (c) sinflorescencias. (Fotos autor).  
 
En conclusión hay alcaloides por abundancia de precipitado en el ETT de hojas, tallos y 
sinflorescencias, siendo más abundantes en sinflorescencias, variantes en hojas y desde 
moderados hasta ausentes en tallos, evaluados con los 4 reactivos de revelación.  Donde los 
alcaloides del filtrado A se encontraron: 50% abundantes, 25% moderados y 25% escasos en 
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hojas; 100% moderados en tallos; y 100% moderados en sinflorescencias. Los alcaloides 
solubles en cloroformo (Filtrado B): 100% abundantes en hojas; 100% escasos en tallos; y 75% 
abundantes y 25% moderados en sinflorescencias. Los alcaloides insolubles en cloroformo 
(Filtrado C): 75% moderados y 25% escasos en hojas; 50% moderados y 50% abundantes en 
tallos; y 100% abundantes en sinflorescencias. Los alcaloides del Filtrado D se encontraron: 75% 
moderados, y 25% abundantes en hojas; 100% ausentes en tallos; 50% moderados, 25% 
abundantes y 25% escasos en sinflorescencias. Los alcaloides fenólicos (Capa CHCl3 2): 75% 
moderados y 25% escasos en hojas; 100% ausentes en tallos; 75% moderados y 25% escasos en 
sinflorescencias. Finalmente los alcaloides de amonio cuaternarios (Capa Acuosa 3): 75% 
abundantes y 25% moderados en hojas; 50% escaso en tallos, 25% moderados y ausentes para 
tallos; y 75% moderados y 25% abundantes en sinflorescencias. Presentando entonces la mayor 
abundancia en sinflorescencias seguido de hojas y por último los tallos de Iresine spiculigera.  
 
Comparando los resultados de alcaloides, con los reportados en la  familia Amaranthaceae por, 
Gutiérrez (2013) con el extracto hidroalcohólicos de Aerva sanguinolenta de Chimborazo y de 
Pastaza, encontró con el reactivo de Wagner y Mayer una presencia moderada confirmado por 
Trujillo (2005).  
 
 
7.2.2. Esteroides y/o Triterpenoides. 
Se ejecutó el proceso para caracterizar triterpenos y esteroides preliminares basados en el 
diagrama de flujo (Ilustración 37, 38), con resultado positivo para el reactivo de revelación 
Liebermann-Burchard mediante cromatografía de placa delgada de 10x10cm, después de 
calentar de 5-10min. Donde hojas y sinflorescencias del ETT, presentó una presencia abundante 
y tallos una presencia moderada (tabla 13); con manchas en diversas tonalidades de rojos, azules, 
violetas, verdes, y amarillas.  
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Según Sanabria (1983), las de color amarillo (mayor abundancia en sinflorescencias y tallos, 
menor en hojas) pueden ser carotenoides ó clorofila, las débilmente coloreados esteroides 
(mayor abundancia en sinflorescencias y hojas, moderado en tallos), las rosadas, rojas, o 
violetas triterpenoides pentacíclicos (mayor abundancia en sinflorescencias y hojas, moderado 
en tallos), y azules o verdes (mayor abundancia en sinflorescencias y tallos, menor en hojas) 
esteroides o triterpenos libres; observadas en la Ilustración  62a-d - 64a-d. 
 
Comparados con los obtenidos en la familia Amaranthaceae por: Gutiérrez (2013), con el 
extracto hidroalcohólicos de Aerva sanguinolenta de Chimborazo, encontró una presencia escasa 
con el reactivo de Liebermann-Burchard confirmado por Trujillo (2005).  
 
Además algunos de estos esteroides observados en las placas posiblemente son los esteroles 
como el β-sitosterol, estigmasterol y campesterol, que identificaron López de Ruiz et al. (2003), 
en el extracto obtenido con éter de petróleo de Amaranthus muricatus, por cromatografía en capa 
fina con reactivo de Liebermann-Burchard frente a testigos auténticos, por cromatografía en fase 
gaseosa combinada con espectrometría de masa y espectrometría de 1HRMN (resonancia 
magnética nuclear por protones); que también encontraron Ferreira y Dias (2000), en el extracto 
crudo etanólico en las partes aéreas de Blutaparon portulacoides usando hexano, diclorometano, 
acetato de etilo, y metanol, aislando del sitosterol el stigmast-7-enil y espinasteril β-D- 
glucopiranósidos mediante la técnica de espectrometría 1HRMN (resonancia magnética nuclear 
por protones); y Salvador y Dias (2004), aislaron el D7 como el espinasterol y estigmast-7en-3-
β-ol. del extracto crudo de Alternanthera marítima en la fases de hexano y diclorometano, por la 
técnica de cromatografía en capa fina en placas de gel.  Que según Ruiz (1974) y Santos et al. 
(1995), poseen acción analgésica y antiiflamatoria. Por lo tanto hay una probabilidad alta que se 
encuentren en la especie I. spiculigera, pero se necesita de un análisis más profundo con estas 
técnicas para confirmarlo.   
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Tabla 13: Valor cualitativo de triterpenoides y esteroides de Iresine spiculigera. 
Tritepenoides y esteroides 
  Reactivo Liebermann-Burchard 
Hojas + + + 
Tallos + + 
Sinflorescencias + + + 
 
a)   b)   c)   d)  
Ilustración 62: Caracterización inicial de triterpenos y esteroides en hojas de I. spiculigera por CCD, con resultado 
positivo: a) etanol b) UV 254nm, c) Liebermann-Burchard, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).  
  
a)   b)   c)   d)  
Ilustración 63: Caracterización inicial de triterpenos y esteroides en tallos de I. spiculigera  por CCD, con resultado 
positivo: a) etanol b) UV 254nm, c) Liebermann-Burchard, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor). 
 
a)   b)   c)    d)  
Ilustración 64: Caracterización inicial de triterpenos y esteroides en sinflorescencias de I. spiculigera por CCD con 
resultado positivo: a) etanol b) UV 254nm, c) Liebermann-Burchard, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor). 
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7.2.3. Flavonoides.  
Se ejecutó la reacción de Cianidina/Shinoda para caracterizar flavonoides preliminares, y la 
reacción con ácido clorhídrico para caracterizar leucoantocianidinas preliminares, basados en el 
diagrama de flujo (Ilustración 37, 39), con resultados positivos para ambos, en tubo de ensayo 
(B: control).   
 
 En la prueba de Shinoda se observó durante 10min; con resultado positivo de presencia 
abundante en hojas y sinflorescencias, y presencia moderada en tallos (tabla 14), con coloración 
roja y presencia de espuma para ETT de hojas (Ilustración 65a),  coloración roja para el ETT de 
tallos (Ilustración 65b) y un cambio de coloración de amarillo a anaranjado para flores 
(Ilustración 65c).  
 
Según Sanabria (1983), estas coloraciones indican sustancias que poseen en su estructura el 
núcleo de la γ- benzopirona (flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, isoflavonides y 
xantonas).  
 
Confrontados con los obtenidos en la familia Amaranthaceae por: Gutiérrez (2013), con extracto 
hidroalcohólicos de Aerva sanguinolenta encontró presencia abundante en Chimborazo y 
presencia modera en Pastaza con la prueba de shinoda; y Domínguez  (2004), con el extracto 
hidroalcohólico de escancel posee flavonoides en cantidades significativas.  
 
Probablemente los flavonoides encontrados en la especia I. spiculigera¸ tienen actividad 
cicatrizante y van íntimamente relacionada con las propiedades farmacológicas y medicinales 
[46].  

En la prueba de reacción con ácido clorhídrico en tubo de ensayo, después de baño maría (10-
15min), se observó un resultado positivo (tabla 14) con presencia escasa en hojas (Ilustración 
66a), y presencia moderada en tallos (Ilustración 66b) y sinflorescencias (Ilustración 66c), con 
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coloración color rojizo en diferentes intensidades que según Sanabria (1983), indica la formación 
de antocinidina. Patterson et al. (1991), encontraron esteroides en abundancia en Amaranthaceae 
en D7-esteroles. 
 
Tabla 14: Valor cualitativo de flavonoides y leucoantocinidinas de Iresine spiculigera. 
Flavonoides/ Leucoantocianidinas  
 Reacción Shinoda 
Flavonoides 
Reacción con HCl 
Leucoantocianidinas 
   
Hojas + + + + 
Tallos + + + + 
Sinflorescencias + + + + + 
 
 
a)           b)         c)   
Ilustración 65: Prueba  con resultado positivo de reacción de Shinoda para caracterizar flavonoides de I. 
spiculigera: a) Hojas, b) tallos, c) sinflorescencias. (Fotos autor).   
 
 
a)          b)        c)   
Ilustración 66: Prueba con resultado positivo de reacción de ácido clorhídrico HCl para caracterizar  
leucoantocinidinas de I. spiculigera: a) hojas, b) tallos, c) sinflorescencias. (Fotos autor). 
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7.2.4. Nanftoquinonas y antraquinonas. 
Se realizó la reacción de Borntrâger-Krauss para caracterizar naftoquinonas y antroquinonas 
preliminares, basado en el diagrama de flujo (Ilustración 37, 40), en tubos de ensayo, con 
resultado negativo para los ETT de hojas, tallos y sinflorescencias; porque no presentaron el 
indicador de prueba positiva, que es la coloración de tonalidades de rojizo o rosa en la capa 
alcalina sino que permanecieron de color transparente amarillento, observados en la Ilustración 
67a-c.  
a)             b)             c)   
Ilustración 67: Caracterización inicial de naftoquininas y/o antraquinonas de I. spiculigera, con resultado negativo: 
a) hojas, b) tallos, c) sinflorescencias. (Fotos autor). 
 
 
7.2.5. Taninos y saponinas.  
Se efectuó la reacción de gelatina-sal y Cloruro Férrico para caracterizar taninos preliminares 
basados en el diagrama de flujo (Ilustración 37, 41), con resultados positivos con precipitado en 
tubo de ensayo (con control c/u), de presencia abundante en hojas y sinflorescencias, y presencia 
modera en tallos (tabla 15). Según Sanabria (1983), estos taninos con precipitado por la gelatina-
sal son solubles en úrea 10M, de coloración verde oscura o negra por la adición del Cloruro 
Férrico, efecto observado en las Ilustración 68a-c.  
 
Confrontados con los reportados en la familia Amaranthaceae por: Gutiérrez, 2013 en el extracto 
hidroalcohólicos de Aerva sanguinolenta encontró presencia moderada en Chimborazo y 
presencia abundante en  Pastaza con el reactivo cloruro férrico, y obtuvo una gran cantidad de 
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taninos. Posiblemente los taninos observados en la especie I. spiculigera, posean actividad 
hemostática la misma que incrementa la coagulación de la sangre en las heridas evitando 
hemorragias. 
 
Se efectuó la prueba de espuma para caracterizar saponinas preliminares presentó una presencia 
abundante para hojas con espuma en forma de panal de abejas estable por 30min; y una presencia 
escasa para tallos y sinflorescencias (tabla 15), porque la espuma en panal de abejas disminuyó a 
los 30 min (Ilustración 69a-b). Según Sanabria (1983), esta prueba no es muy segura porque 
existen otras sustancias que forman espuma como las proteínas, por esta razón la prueba de 
hemólisis es definitiva.  
 
Cotejados con los reportados en la familia Amaranthaceae por: Gutiérrez (2013), en el extracto 
hidroalcohólicos de Aerva sanguinolenta encontró presencia escasa de saponinas por el ensayo 
de espuma en Chimborazo y Pastaza, confirmado por Trujillo (2005); también Vilela (2009) 
encontró saponinas presentes en Hebante eriantha.  
 
De acuerdo al índice de espuma descrito por Costa (1982) e Duarte et al. (1990), las saponinas 
encontradas en I. spiculigera, probablemente son glucósidos de terpenos policíclicos, por  su 
acción detergente y emulsionante; que según Taiz y Zeiger (2004), y Schenkel et al. (2003), las 
saponinas por presencia de elementos lipófilos (triterpenos) y hidrófila (azúcar) en la misma 
molécula imparte propiedades detergentes emulsionantes. 
 
Además otra prueba de identificación para saponinas, se realizó con 5ml de suspensión 
normalizadas de glóbulos rojos por ETT (Ilustración 70a), y la prueba de espuma según el 
diagrama de flujo (Ilustración 41); con resultados positivos para ambas pruebas (tabla 15). La 
reacción de hemólisis se consideró positiva porque al comparar la Ilustración 70b donde 
permanece las muestras en los tubos de ensayo sin hemolizar (sin la adicción de los ETT), con la 
Ilustración 71a-c, presentó a los 10min presencia moderada en hojas y presencia escasa en tallos 
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y sinflorescencias, con una acción hemolítica satisfactoria. Según Osorio (2014) es característico 
de las saponinas triterpénicas, o las saponinas esteroídicas monodesmosídicas que son 
hemolíticas mientras que las bidesmosídicas no lo son; y debido a su poder hemolítico resultan 
tóxicas si se administran por vía intravenosa (contactan directamente con la sangre), mientras 
que por vía oral su toxicidad es muy baja.  
 
Tabla 15: Valor cualitativo para taninos y saponinas de Iresine spiculigera. 
Taninos/ Saponinas 
 Reacción gelatina sal y FeCl3 
Taninos 
Reacción de hemólisis  
Saponinas 
Prueba de espuma 
Saponinas 
Hojas + + + + + + + + 
Tallos + + +  + 
Sinflorescencias + + + +  + 
 
a)                 b)               c)  
Ilustración 68: Caracterización inicial de taninos de I. spiculigera, con resultado positivo: a) hojas, b) tallos, c) 
sinflorescencias. (Fotos autor).   
 
a)                                                  b)  
Ilustración 69: Caracterización inicial de saponinas (espuma) de I. spiculigera, con resultado positivo: a) ETT 
inicial b) ETT transcurridos 30min. (Fotos autor). 
30min ó  + 
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a)             b)   
Ilustración 70: Muestras para hemólisis: a) 5ml de glóbulos rojos normalizados, b) tubos en blanco o control con 
5ml glóbulos rojos y 1ml de agua. (Fotos autor). 
 
 
a)            b)            c)   
Ilustración 71: Caracterización inicial saponinas (hemólisis) de I. spiculigera, con resultado positivo: a) hojas, b) 
tallos, c) sinflorescencias. (Fotos autor). 
 
 
7.2.6. Glicósidos cardiotónicos, cumarinas, lactonas terpénicas. 
Se realizó la técnica de cromatografía en capa delgada con los tres ETT de hojas, tallos y 
sinflorescencias, basados en dos diagramas de flujo (Ilustración 42-43). Con resultados variantes 
después del proceso de aspersión de los reactivos de revelación (tabla 16), con una presencia 
moderada en la Placa W de lactonas terpénicas (Ilustración 72a-d) por la variedad de colores 
fluorescentes, y una ausencia total en la placa X de cumarinas (Ilustración 73a-d), placa Y de 
cardenólidos y lactonas insaturadas (Ilustración 74a-d), y placa Z de cardiotónicos (Ilustración 
75a-d).  
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Tabla 16: Valor cualitativo para lactonas terpénicas, cumarinas, cardenólidos, lactonas insaturadas y   
Cardiotónicos de Iresine spiculigera.  
Lactonas terpénicas, cumarinas, cardenólidos, lactonas insaturadas y Glicósidos cardiotónicos 
 Vainilla Ácido o- Fosfórico Hidroxamato Férrico 
 Placa W Placa Z Placa X Placa Y 
     
Hojas + + - - - 
Tallos + + - - - 
Sinflorescencias + + - - - 
 
 
a)      b)       c)      d)  
Ilustración 72: Caracterización inicial lactonas terpénicas para EET de I. spiculigera en CCD con resultados 
variantes: a) cloroformo-acetona 90:10, b) UV 254nm, c) Vainillina  Ácido o- Fosfórico, d) UV 254nm + reactivo. 
(Fotos autor). 
 
a)     b)     c)     d)   
Ilustración 73: Caracterización inicial cumarinas para ETT de I. spiculigera  en CCD con resultados variantes: a) 
cloroformo-acetona 90:10, b) UV 254nm, c) Vainillina  Ácido o-Fosfórico, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor). 
 
  
88 
 
a)     b)     c)     d) f  
Ilustración 74: Caracterización inicial cardenólidos y lactonas para ETT de I. spiculigera en CCD con resultados 
variantes: a) cloroformo-acetona 90:10, b) UV 254nm, c) Vainillina  Ácido o-Fosfórico, d) UV 254nm + reactivo. 
(Fotos autor). 
 
a)       b)       c)      d)  
Ilustración 75: Caracterización inicial cardiotónicos para ETT de I. spiculigera en CCD con resultados variantes: a) 
cloroformo-acetona 90:10, b) UV 254nm, c) Vainillina  Ácido o-Fosfórico, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor). 
 
 
Al final de la caracterización inicial de metabolitos encontramos resultados positivos para 
alcaloides, esteroides y/o triterpenos, flavonoides, taninos, saponinas y lactonas terpénicas con  
presencia abundante a escasa; y ausencia total de naftoquinas, antraquinonas, cumarinas,  
cardenólidos, glicósidos cardiotónicos.  
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Cotejados por los determinados en la género Iresine, nos confirma la presencia de estos 
grupos de metabolitos secundarios en la especie I. spiculigera en la caracterización inicial, como 
la investigación de: Guevara (2011), que utilizó el extracto etanólico de las flores de Iresine 
weberbaueri por maceración, y encontró taninos con la reacción de gelatina sal con presencia 
escasa, flavonoides con la reacción de Shinoda con presencia escasa, alcaloides con el reactivo 
de Mayer con presencia escasa y Dragendorff con presencia moderada, glicósidos con la 
reacción de Molish con presencia escasa y compuestos fenólicos con el reactivo de Cloruro 
Férrico con presencia moderada. 
. 
 
 
7.3. Extracción y fraccionamiento por cromatografía en columna  
Este proceso se realizó por cromatografía en columna líquida por gravedad del solvente en 
orden de polaridad: (1) diclorometano, (2) acetato de etilo y (3) metanol, con resultados 
variantes, en los ETT de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de la especie 
Iresine spiculigera; para un total de cuatro columnas de vidrio con colaciones variantes desde el 
negro ó verde oscuro, pasando por el café, amarillo (Ilustración 76a-d - 79a-d) hasta llegar al 
blanco hueso como características visuales. 
 
La finalización del proceso se estableció por los parámetros: (1) coloración del metanol 
(blanco hueso) en la columna, (2) color transparente-amarillento de las fracciones, y (3) CCD de 
la placa de vidrio de las últimas fracciones obtenidas observadas al UV a 254nm sin cambios 
fuertes de coloración. Con un total de 169 fracciones (tabla 17), de textura viscosa, cantidad 
abundante en su mayoría, presencia de cristales en algunas, color desde el negro, verdes oscuros 
a claros, naranjas, cafés, amarillos después de evaporar el solvente a temperatura ambiente. Por 
lo tanto fue indispensable ejecutar el perfil cromatográfico para una caracterización final de los 
metabolitos secundarios.   
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a)             b)           c)             d)  
Ilustración 76: Cromatografía en columna de vidrio del ETT de hojas de I. spiculigera: a) diclorometano, b) acetato 
de etilo, c) metanol, d) parámetro final. (Fotos autor).  
 
a)              b)              c)             d)  
Ilustración 77: Cromatografía en columna de vidrio del ETT de tallos de I. spiculigera: a) diclorometano, b) acetato 
de etilo, c) metanol, d) parámetro final. (Fotos autor). 
 
a)             b)             c)           d)  
Ilustración 78: Cromatografía en columna de vidrio del ETT de Sinflorescencias #1 de I. spiculigera: a) 
diclorometano, b) acetato de etilo, c) metanol, d) parámetro final. (Fotos autor). 
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a)              b)             c)         d)  
Ilustración 79: Cromatografía en columna de vidrio del ETT de Sinflorescencias #2 de I. spiculigera: a) 
diclorometano, b) acetato de etilo, c) metanol, d) parámetro final. (Fotos autor).     
 
 
Tabla 17: Fracciones de cromatografía en columna de Iresine spiculigera por gravedad del solvente.  
 
 
 
 
 
 
7.4. Perfil cromatográfico.   
Se realizaron dos procesos de cromatografía en capa delgada en placas de vidrio de diferentes 
tamaños dependiendo del número de fracciones obtenidas por solvente con la técnica de 
extracción en columna de vidrio: (1) CCD del ETT de hojas (73 fracciones), tallos (20 fracciones), 
sinflorescencias # 1 (26 fracciones), sinflorescencias #2 (50 fracciones), para diclorometano 
(CH2Cl2), acetato de etilo (ACOET) y metanol (METOH) (tabla 17); observadas a UV a 366nm en 
la Ilustración 80b y 254nm en la Ilustración 80 (a,c), Ilustración 81a-b - 91a-b. (2) Con estas 
placas se realizó una comparación visual al UV a 254nm, de las similitudes en los patrones de 
tonalidades de coloración desde los rojos, pasando por anaranjados y rosados, los azules pasando 
Columna/Solvente Diclorometano Acetato de etilo Metanol  TOTAL 
Hojas 48 14 11 73 
Tallos  4 5 11 20 
Sinflorescencias # 1 14 5 7 26 
Sinflorescencias #2 17 16 17 50 
TOTAL 83 40 46 169 
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por los violetas, azules y amarillos; obteniendo como perfil cromatográfico para hojas (23 
fracciones), tallos (8 fracciones), sinflorescencias # 1 (10 fracciones), sinflorescencias #2 (10 
fracciones), con un total de 51(tabla 18); observadas en la Ilustración 80c, Ilustración 81b -91b. 
 
Tabla 18: Perfil cromatográfico de las fracciones de Iresine spiculigera (CH2Cl2, ACOET y metanol) por 
CCD. 
 
 
 
 
a)  
b)  
 
De las 48 fracciones de hojas obtenidas con elución ascendente de diclorometano del 7/nov/13 
hasta 6/feb/14, después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 14 fracciones agrupadas 
así:  
Columna/Solvente Diclorometano Acetato de etilo Metanol  TOTAL 
Hojas 14 6 3 23 
Tallos  2 3 3 8 
Sinflorescencias # 1 3 4 3 10 
Sinflorescencias #2 3 2 5 10 
TOTAL 22 15 14 51 
1* 2* 3* 4* 5-6 7-12 13 14-23 24-25 26-31 32-35 36-39 40-45 46-48 
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c)    
Ilustración 80: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de hojas de I. spiculigera en CH2Cl2 al UV: a) 
366nm, b) 254nm, c) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).   
 
De las 4 fracciones obtenidas con elución ascendente de diclorometano de tallos del 14/feb/14 
hasta 19/feb/14, después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 2 fracciones agrupadas 
así:   
 
a)                                  b)   
Ilustración 81: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de tallos de I. spiculigera en CH2Cl2 al UV: a) 
254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).    
 
 
 De las 14 fracciones obtenidas con elución ascendente de diclorometano de sinflorescencias 
#1 del 10/feb/14 hasta 12/mar/14, después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 3 
fracciones agrupadas así: 
 
1-2 3-4 
1* 2-5 6-14 
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a)                     b)  
Ilustración 82: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de sinflorescencias #1 de I. spiculigera en 
CH2Cl2 al UV: a)  254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).  
 
 De las 17 fracciones obtenidas con elución ascendente de diclorometano de sinflorescencias 
#2 del 10/feb/14 hasta 17/feb/14, después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 3 
fracciones agrupadas así:  
 
 
 a)                   b)  
Ilustración 83: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de sinflorescencias #2 de I. spiculigera en 
CH2Cl2 al UV: a)  254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor). 
  
 
 
 De las 14 fracciones obtenidas con elución ascendente de acetato de etilo de hojas del 
6/feb/14 hasta 11/mar/14, después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 6 fracciones 
agrupadas así:  
 
1-2 3* 4* 5-7 8-9 10-14 
1-4 5-8 9-17 
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a)               b)  
Ilustración 84: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de hojas de I. spiculigera en ACOET al UV: a)  
254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).    
 
De las 5 fracciones obtenidas con elución ascendente de acetato de etilo de tallos del 
21/feb/14 hasta 10/mar/14,  después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 3 fracciones 
agrupadas así:  
 
a)                    b)   
Ilustración 85: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de tallos de I. spiculigera en ACOET al UV: a)  
254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).   : 
 
 
 De las 5 fracciones obtenidas con elución ascendente de acetato de etilo de sinflorescencias 
#1 del 13/mar/14 hasta 1/abr/14,  después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 4 
fracciones agrupadas así:  
1* 2-3 4-5 
1* 2-3 4* 5* 
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a)                     b)  
Ilustración 86: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de sinflorescencias #1 de I. spiculigera en 
ACOET al UV: a)  254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).   
 
De las 16 fracciones obtenidas con elución ascendente de acetato de etilo de sinflorescencias 
#2 del 19/feb/14 hasta 13/mar/14,  después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 2 
fracciones agrupadas así:  
 
a)                    b)   
Ilustración 87: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de sinflorescencias #2 de I. spiculigera en 
ACOET al UV: a)  254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).  
 
 
De las 11 fracciones obtenidas con elución ascendente de metanol de hojas del  13/mar/14 hasta 
5/may/14, después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 3 fracciones  agrupadas así 
 
 
1-3 4-16 
1-2 3-8 9-11 
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a)                b)  
Ilustración 88: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de hojas de I.  spiculigera en METOH al UV: a)  
254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor). 
 
De las 11 fracciones obtenidas con elución ascendente de metanol de tallos del  13/mar/14 
hasta 5/may/14, después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 3 fracciones agrupadas 
así:  
 
a)                        b)  
Ilustración 89: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de tallos de I. spiculigera en METOH al UV: a)  
254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).    
 
 
 
De las 7 fracciones obtenidas con elución ascendente de metanol de tallos del  2/abr/14 hasta 
12/may/14, después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 3 fracciones las cuales 
quedaron agrupadas así:  
1* 2-5 6-11 
1-3 4-5 6-7 
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a)             b)     
Ilustración 90: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de sinflorescencias #1 de I. spiculigera en 
METOH al UV: a)  254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).             
 
 
De las 17 fracciones obtenidas con elución ascendente de metanol de tallos del  13/mar/14 
hasta 30/abr/14, después de realizar el perfil cromatográfico resultaron 5 fracciones agrupadas 
así:  
 
 
a)               b)  
Ilustración 91: Perfil cromatográfico por CCD para las fracciones de sinflorescencias #2 de I. spiculigera en 
METOH al UV: a)  254nm, b) perfil cromatográfico a 254nm. (Fotos autor).                
 
 
 
 
1* 2* 3* 4-5 6-17 
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7.5. Caracterización final de metabolitos secundarios  
Este proceso se efectuó para los metabolitos secundarios con resultados positivos en la 
caracterización inicial con EET de Iresine spiculigera en hojas, tallos y sinflorescencias: 
alcaloides, terpenos, flavonoides, taninos, saponinas, lactonas terpénicas, y adicional los 
glicósidos cardiotónicos.   
 
Se utilizaron las 51 fracciones obtenidas del perfil cromatográfico (tabla 18), aplicando la 
técnica de cromatografía en capa delgada (6.7) con placa de vidrio para observar (UV 254nm o 
luz visible) los metabolitos secundarios anteriores con los reactivos de revelación (tabla 2) en la 
metodología sección 6.8; evaluando la presencia del metabolito por intensidad o cambios de 
coloración con valor cualitativo descrito en la tabla 6. 
 
 
 
7.5.1. Alcaloides.  
Se ejecutó la técnica CCD a las fracciones del perfil cromatográfico (Fr. (Pc)) de hojas, tallos, 
sinflorescencias #1 y #2, en elución ascendente de diclorometano, acetato de etilo y metanol, 
para caracterizar alcaloides por medio de aspersión, con el reactivo de Wagner yodado (tabla 19). 
Con resultado positivo para cambios de coloración a violetas, con presencia moderada y 
abundante para las fracciones en diclorometano en la Ilustración 92a-h; y resultado negativo en 
las fracciones en acetato de etilo en la Ilustración 93a-h, y metanol  en la Ilustración 94a-h. 
 
 
 
 
 
 
  
100 
 
Tabla 19: Resultados de alcaloides en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de diclorometano (CH2Cl2).  
Alcaloides -  Reactivo de Wagner Yodado 
Hojas 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Tallos 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) 
        
1* - 1-2 + + + 1* - 1-4 + + + 
2* -       
3* - 3-4 + + + 2-5 + + + 5-8 + + 
4* + + +       
5-6 + + +   6-14 - 9-17 - 
7-12 + + +       
13 -       
14-23 -       
24-25 -       
26-31 -       
32-35 -       
36-39 -       
40-45 -       
46-48 -       
 
a)           b)  
c)   d)   e)   f)   g)    h)   
Ilustración 92: Caracterización final de alcaloides con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera, en 
CH2Cl2 por CCD con reactivo de Wagner yodado: a y b) hojas, c y d) tallos, e y f) sinflor. #1, g y h) sinflor. # 2. 
(Fotos autor).             
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a)      b)      c)      d)  
e)         f)        g)          h)  
Ilustración 93: Caracterización final de alcaloides con resultado negativo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
ACOET por CCD con reactivo de Wagner yodado: a y b) hojas, c y d) tallos, e y f) sinflor. #1, g y h) sinflor. # 2. 
(Fotos autor).             
 
 
a)         b)        c)        d)  
e)      f)      g)      h)  
Ilustración 94: Caracterización final de alcaloides con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
METOH por CCD con reactivo de Wagner yodado: a y b) hojas, c y d) tallos, e y f) sinflor. #1, g y h) sinflor. # 2. 
(Fotos autor).             
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En conclusión los alcaloides revelados con Wagner yodado para las fracciones de perfil 
cromatográfico presentaron cambios de coloración de intensa a nula de violeta. En 
diclorometano con presencia abundante, el 100% en tallos (2 fracciones), 33,33% en 
sinflorescencias #1 y sinflorescencias #2 (1 fracción), 21,43% en hojas (3 fracciones); con 
presencia moderada, el 33,33% en sinflorescencias #2 (1 fracción), y ausencia alcaloides (sin 
cambios de coloración), el 78,57% en hojas (11 fracciones), 66,67% en sinflorescencias #1 (2 
fracciones), y 33,33% en sinflorescencias #2 (1 fracción). En acetato de etilo (15 fracciones) y 
metanol (14 fracciones), para hojas, tallos, sinflorescencias #1 y sinflorescencias #2 se 
encontraron 100% ausentes. 
 
Comparados con los obtenidos en la familia Amaranthaceae por: Blunden (1999), en las partes 
aéreas de 23 especies en extracto metanólico al 80%, distribuidas en 10 géneros, encontró colina 
en el extracto crudo con el reactivo de Dragendorff por cromatografía en capa fina y se asiló por 
1HNMR trigolina en 17 especies entre 0.005% - 0.15, y se confirmó mediante espectrometría de 
masas reduciendo la presencia a 3 especies Iresine herbstii, Celosia argentea var. crisata y 
Amaranthus caudatus. Por consiguiente la especie I. spiculigera puede contener estos alcaloides, 
pero requiere un análisis profundo para ratificarlo. 
 
 
7.5.2. Terpenos. 
Se realizó la técnica CCD a las fracciones del perfil cromatográfico (Pc) de hojas, tallos, 
sinflorescencias #1 y sinflorescencias #2, en elución ascendente de diclorometano, acetato de 
etilo y metanol, para caracterizar terpenos. Con resultado positivo para el reactivo Vainilla-Ácido 
Fosfórico (tabla 20-22), observando cambios de coloración desde rojos, rosados, naranjas, 
amarillos, violetas, hasta los verdes al UV a 254nm; con presencia abundante y moderada, para 
diclorometano en la Ilustración 95a-d - Ilustración 98a-d, y para acetato de etilo en la Ilustración 
99a-d - Ilustración 102a-d; y presencia abundante a escasa para metanol Ilustración 103a-d - 
Ilustración 106a-d. 
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Tabla 20: Resultados de terpenos en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de diclorometano (CH2Cl2).  
Terpenos -  Reactivo de Vainillina  Ácido Fosfórico 
Hojas 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Tallos 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) 
        
1* + + + 1-2 + + + 1* + + + 1-4 + + + 
2* + + +       
3* + + + 3-4 + + + 2-5 + + + 5-8 + + + 
4* + + +       
5-6 + + +   6-14 + + + 9-17 + + + 
7-12 + + +       
13 + +       
14-23 + +       
24-25 + +       
26-31 + +       
32-35 + +       
36-39 + +       
40-45 + +       
46-48 + +       
 
a)        b)  
c)         d)  
Ilustración 95: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en CH2Cl2 
por CCD con reactivo de Vainillina  Ácido Fosfórico: a) hojas, b) UV 254nm, c) hojas + reactivo, d) UV 254nm + 
reactivo. (Fotos autor).             
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a)        b)        c)        d)  
Ilustración 96: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en CH2Cl2 
por CCD con reactivo de Vainillina Ácido Fosfórico: a) tallos, b) UV 254nm, c) tallos + reactivo, d) UV 254nm + 
reactivo. (Fotos autor).             
 
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 97: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en CH2Cl2 
por CCD con reactivo de Vainillina Ácido Fosfórico: a) sinflorescencias #1, b) UV 254nm, c) sinflorescencias #1 + 
reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
 
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 98: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en CH2Cl2 
por CCD con reactivo de Vainillina Ácido Fosfórico: a) sinflorescencias #2, b) UV 254nm, c) sinflorescencias #2 + 
reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
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Tabla 21: Resultados de terpenos en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de acetato de etilo (ACOET).  
Terpenos -  Reactivo de Vainillina  Ácido Fosfórico 
Hojas 
ACOET 
Fr. (Pc) Tallos 
ACOET 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
ACOET 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
ACOET 
Fr. (Pc) 
        
1-2 + + + 1* + + + 1* + + + 1-3 + + + 
3* + + +       
4* + + 2-3 + + + 2-3 + + + 4-16 + + + 
5-7 + + +   4* + + +   
8-9 + + 4-5 + + +     
10-14 + +   5* + +   
 
 
 
a)     b)    c)    d)  
Ilustración 99: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de Iresine spiculigera en 
ACOET por CCD con reactivo de Vainillina  Ácido Fosfórico: a) hojas, b) UV 254nm, c) hojas + reactivo, d) UV 
254nm + reactivo. (Fotos autor).       
       
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 100: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de Iresine spiculigera en 
ACOET por CCD con reactivo de Vainillina Ácido Fosfórico: a) tallos, b) UV 254nm, c) tallos + reactivo, d) UV 
254nm + reactivo. (Fotos autor).             
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a)    b)     c)    d)  
Ilustración 101: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
ACOET por CCD con reactivo de Vainillina  Ácido Fosfórico: a) sinflorescencias #1, b) UV 254nm, c) 
sinflorescencias #1 + reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).        
 
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 102: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
ACOET por CCD con reactivo de Vainillina  Ácido Fosfórico: a) sinflorescencias #2, b) UV 254nm, c) 
sinflorescencias #2 + reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
 
Tabla 22: Resultados de terpenos en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de metanol (METOH).  
Terpenos -  Reactivo de Vainillina  Ácido Fosfórico 
Hojas 
METOH 
Fr. (Pc) Tallos 
METOH 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
METOH 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
METOH 
Fr. (Pc) 
        
1-2 + + + 1* + + + 1-3 + + + 1* + + + 
      2* + + + 
3-8 + + 2-5 + + + 4-5 + + 3* + + 
      4-5 + + 
9-11 + + + 6-11 + + 6-7 + 6-17 + 
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a)        b)        c)        d)  
Ilustración 103: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
METOH por CCD con reactivo de Vainillina Ácido Fosfórico: a) hojas, b) UV 254nm, c) hojas + reactivo, d) UV 
254nm + reactivo. (Fotos autor).                            
  
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 104: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
METOH por CCD con reactivo de Vainillina  Ácido Fosfórico: a) tallos, b) UV 254nm, c) tallos + reactivo, d) UV 
254nm + reactivo. (Fotos autor).                      
 
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 105: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las  Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
METOH por CCD con reactivo de Vainillina Ácido Fosfórico: a) sinflorescencias #1, b) UV 254nm, c) 
sinflorescencias #1 + reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).                            
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a)    b)    c)    d)  
Ilustración 106: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en METOH por CCD con reactivo de Vainillina Ácido Fosfórico: a) sinflorescencias #2, b) UV 254nm, 
c) sinflorescencias #2 + reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).                            
 
 
En conclusión los terpenos revelados con Vainillina Ácido Fosfórico para las fracciones de 
perfil cromatográfico, presentaron cambios de coloración de intensa a leve con gran variación de 
colores. En diclorometano con presencia abundante, el 100% en tallos (2 fracciones), en 
sinflorescencias #1 (3 fracciones) y en sinflorescencias #2 (3 fracciones), 42,86% en hojas (6 
fracciones); con presencia moderada, el 57,14% en hojas (8 fracciones). En acetato de etilo con 
presencia abundante, el 100% en tallos (3 fracciones) y en sinflorescencias #2 (2 fracciones), 75% 
en sinflorescencias #1 (3 fracciones), 50% en hojas (3 fracciones);  con presencia moderada, el 
50% en hojas (3 fracciones) y 25% en sinflorescencias #1 (1 fracción). En metanol con presencia 
abundante, el 66,67% en hojas (2 fracciones) y en tallos (2 fracciones), 40% en sinflorescencias #2 
(2 fracciones), 33,33% en sinflorescencias #1 (1 fracción); con presencia moderada, el 40% en 
sinflorescencias #2 (2 fracciones), 33,33% en hojas (1 fracción), en tallos (1 fracción) y en 
sinflorescencias #1 (1 fracción); con presencia escasa, el 33,33% en sinflorescencias #1 (1 
fracción), y 20% en sinflorescencias #2 (1 fracción).  
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7.5.3. Flavonoides. 
Se ejecutó la reacción de Shinoda (limadura de Mg + gotas de Fracción + HCl) en placas 
escavadas, a las fracciones de (Pc) de hojas, tallos, sinflorescencias #1 y #2, en elución 
ascendente de diclorometano, acetato de etilo y metanol, para caracterizar flavonoides; donde por 
cada fracción hay un control. Con resultados variantes, observando cambios de coloración a 
rojiza o naranja (tabla 23-25); con ausencia de flavonoides y presencia escasa hasta presencia 
abundante, para diclorometano en la Ilustración 107a-d, y para metanol en la Ilustración 108a-d; 
con ausencia de flavonoides y presencia moderada a abundante para acetato de etilo Ilustración 
109a-d. 
 
 
Tabla 23: Resultados de flavonoides en placa escavada de hojas, tallos, sinflorescencias #1, 
sinflorescencias #2 de Iresine spiculigera en diclorometano (CH2Cl2).  
Flavonoides -  Reacción de Shinoda 
Hojas 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Tallos 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) 
        
1* - 1-2 - 1* - 1-4 + 
2* -       
3* - 3-4 - 2-5 + 5-8 - 
4* -       
5-6 -   6-14 + + + 9-17 - 
7-12 -       
13 + + +       
14-23 + + +       
24-25 +       
26-31 + +       
32-35 + + +       
36-39 + + +       
40-45 + + +       
46-48 + + +       
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a)  
b)    c)   d)  
Ilustración 107: Caracterización final de flavonoides con resultado variante para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
CH2Cl2 con placa escavada con reacción de Shinoda: a) hojas, b) tallos, c) sinflorescencias #1, d) sinflorescencias 
#2. (Fotos autor).             
 
 
Tabla 24: Resultados de flavonoides en placa escavada de hojas, tallos, sinflorescencias #1, 
sinflorescencias #2 de Iresine spiculigera en  acetato de etilo (ACOET).  
Flavonoides -  Reacción de Shinoda 
Hojas 
ACOET 
Fr. (Pc) Tallos 
ACOET 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
ACOET 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
ACOET 
Fr. (Pc) 
        
1-2 + + 1* - 1* - 1-3 - 
3* +       
4* + 2-3 - 2-3 + + 4-16 - 
5-7 +   4* +   
8-9 + + 4-5 -     
10-14 + +   5* -   
 
a)  b)  c)  d)   
Ilustración 108: Caracterización final de flavonoides con resultado variante para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
ACOET con placa escavada con reacción de Shinoda: a) hojas, b) tallos, c) sinflorescencias #1, d) sinflorescencias 
#2. (Fotos autor).             
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Tabla 25: Resultados de flavonoides en placa escavada de hojas, tallos, sinflorescencias #1, 
sinflorescencias #2 en metanol (METOH). 
Flavonoides -  Reacción de Shinoda 
Hojas 
METOH 
Fr. (Pc) Tallos 
METOH 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
METOH 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
METOH 
Fr. (Pc) 
        
1-2 - 1* - 1-3 + + + 1* + + + 
      2* + + 
3-8 - 2-5 + + 4-5 - 3* + + 
      4-5 + 
9-11 - 6-11 - 6-7 - 6-17 - 
 
a)  b)  c)  d)  
Ilustración 109: Caracterización final de flavonoides con resultado variante para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
METOH con placa escavada con reacción de Shinoda: a) hojas, b) tallos, c) sinflorescencias #1, d) sinflorescencias 
#2. (Fotos autor).             
 
 
En conclusión los flavonoides observados en la placa escavada con la reacción de Shinoda 
para las fracciones de perfil cromatográfico, presentaron cambios de coloración de intensa a nula 
de rojos ó naranjas. En diclorometano con presencia abundante, el 42,86% en hojas (6 
fracciones), 33,33% en sinflorescencias #1 (1 fracción); con presencia moderada, el 7,14% en 
hojas (1 fracción); con presencia escasa, el 33,33% en sinflorescencias #1 (1 fracción), y en 
sinflorescencias #2 (1 fracción), 7,14% en hojas (1 fracción); con ausencia de flavonoides, el 
100% en tallos (2 fracciones), 66,67% en sinflorescencias #2 (2 fracciones), 42,86% de hojas (6 
fracciones), 33,33% en sinflorescencias #1 (1 fracción). En acetato de etilo con presencia 
moderada, el 50% en hojas (3 fracciones), 33,33% en sinflorescencias #1 (1 fracción); con 
presencia escasa, el 50% en hojas (3 fracciones), 33,33% en sinflorescencias #1 (1 fracción); con 
ausencia de flavonoides, el 100% en tallos (2 fracciones) y sinflorescencias #2 (2 fracciones),  
66,67% sinflorescencias #1 (2 fracciones). En metanol con presencia abundante, el 33,33% en 
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sinflorescencias #1 (1 fracción), 20% en sinflorescencias #2 (1 fracción); con presencia moderada, 
el 40% en sinflorescencias #2 (2 fracciones), 33,33% en tallos (1 fracción); con presencia escasa, 
el 20% en sinflorescencias #2 (1 fracción); con ausencia de flavonoides, el 100% de hojas (3 
fracciones), 66,67% en tallos (2 fracciones) y sinflorescencias #1 (2 fracciones), y el 20% en 
sinflorescencias #2 (1 fracción). 
 
Comparados con los reportados en la familia Amaranthaceae por: Ferreira y Dias (2000), en el 
extracto crudo etanólico en las partes aéreas de Blutaparon portulacoides usando hexano, 
diclorometano, acetato de etilo, y metanol, aislaron un Flavonol por espectrometría 1HRMN 
(resonancia magnética nuclear por protones), cuya estructura se estableció como 3,5,3 'trihidroxi-
4'-metoxi-6,7-methylenedioxyFlavona, la isoflavona irrisone B. Además, Salvador y Dias 
(2004), en el extracto crudo de Alternanthera marítima en fase hidroalcohólica (etanol-agua), la 
fase etanólica metanol: agua (1: 4) y la fase de n-butanólica, por la técnica de cromatografía en 
capa fina en placas de gel aislaron: flavona C-glicósidos como vitexina y isovitexina, 2” O-α-L-
rhamnopyranosylvitexina y 2” O-β-D glucopyranosylvitexina; flavonoides como isorhamnetina, 
3-O-robinobioside, isorhamnetina-3-O-rutinósido, quercetina-3-O-rutinósido, kaempferol, 
quercetina y quercetina 3-metil éter, estos compuestos han sido documentos previamente por 
Richardson (1978), Ruiz et al. (1996), Sahu y Chakrabarty (1993),  Zhou et al. (1988).  
 
Por consiguiente la especie I. spiculigera puede contener este tipo de alcaloide, pero requiere 
un análisis profundo para ratificarlo. 
 
Encontramos en potencial que limitan la acción de los radicales libres reduciendo el riesgo de 
cáncer y enfermedades cardiacas; mejoran los síntomas alérgicos y de artritis; aumenta la 
actividad de la vitamina C, y refuerzan los vasos sanguíneos, bloquean la progresión de las 
cataratas y la degeneración macular [Wagner, 1983; Freire, 2001; Naranajo, 2004].  
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7.5.4. Taninos. 
Se realizó la técnica de CCD a las fracciones del perfil cromatográfico (Pc) de hojas, tallos, 
sinflorescencias #1 y sinflorescencias #2, en elución ascendente de diclorometano, acetato de 
etilo y metanol, para caracterizar taninos. Con resultado variantes para el reactivo Cloruro 
Férrico, observando cambios de coloración a tonalidades oscuros de negro, violetas, verdes ó 
amarillos (tabla 26-28); con presencia abundante a escasa, para diclorometano en la Ilustración 
110a-h); con presencia de abundante a escasa y dos ausencias de taninos (1-2 hojas, 1* tallos) para 
acetato de etilo en la Ilustración 111a-h); con presencia abundante a escasa y una ausencia de 
taninos (6-7 sinflor. #1) para metanol en la Ilustración 112a-h. 
 
 
Tabla 26: Resultados de taninos en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de diclorormetano (CH2Cl2).  
Taninos -  Reactivo de Cloruro Férrico 
Hojas 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Tallos 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) 
        
1* + 1-2 + + + 1* + 1-4 + + 
2* + + +       
3* + + + 3-4 + + + 2-5 + + 5-8 + + + 
4* + +       
5-6 + +   6-14 + + + 9-17 + 
7-12 + + +       
13 + +       
14-23 + +       
24-25 + + +       
26-31 + + +       
32-35 + +       
36-39 + +       
40-45 + +       
46-48 +       
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    a)                b)  
 
c)   d)   e)   f)   g)   h)  
 Ilustración 110: Caracterización final de taninos con resultado positivo para las fracciones de Pc en CH2Cl2 por CCD 
con reactivo de Cloruro Férrico: a y b) hojas, c y d) tallos, e y f) sinflorescencias #1, g y h) sinflorescencias # 2. 
(Fotos autor).            
 
 
Tabla 27: Resultados de taninos en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de acetato de etilo (ACOET).  
Taninos -  Reactivo de Cloruro Férrico 
Hojas 
ACOET 
Fr. (Pc) Tallos 
ACOET 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
ACOET 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
ACOET 
Fr. (Pc) 
        
1-2 - 1* - 1* + + + 1-3 + + + 
3* + +       
4* + + 2-3 + + 2-3 + + + 4-16 + + + 
5-7 + + +   4* +   
8-9 + + + 4-5 +     
10-14 + + +   5* +   
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a)      b)      c)      d)  
e)      f)      g)      h)  
Ilustración 111: Caracterización final de taninos con resultado variante para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en ACOET por CCD con reactivo de Cloruro Férrico: a y b) hojas, c y d) tallos, e y f) sinflorescencias 
#1, g y h) sinflorescencias # 2. (Fotos autor).             
 
 
Tabla 28: Resultados de taninos en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de metanol (METOH).  
Taninos -  Reactivo de Cloruro Férrico 
Hojas 
METOH 
Fr. (Pc) Tallos 
METOH 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
METOH 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
METOH 
Fr. (Pc) 
        
1-2 + + + 1* + + + 1-3 + + 1* + + 
      2* + + + 
3-8 + + 2-5 + + 4-5 + 3* + + + 
      4-5 + + + 
9-11 + + 6-11 + 6-7 - 6-17 + 
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a)        b)        c)        d)  
e)      f)      g)      h)  
Ilustración 112: Caracterización final de taninos con resultado variante para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en METOH por CCD con reactivo de Cloruro Férrico: a y b) hojas, c y d) tallos, e y f) sinflorescencias 
#1, g y h) sinflorescencias # 2. (Fotos autor).             
 
 
En conclusión los taninos revelados con Cloruro Férrico para las fracciones de Pc presentaron 
cambios de coloración de intensa a nula de tonos oscuros. En diclorometano con presencia 
abundante, el 100% en tallos (2 fracciones), 35,71% hojas (5 fracciones), 33,33% en 
sinflorescencias # 1 (1 fracción), y sinflorescencias #2 (1 fracción); con presencia moderada, el 
50% en hojas (7 fracciones), 33,33% en sinflorescencias #1 (1 fracción), y sinflorescencias #2 (1 
fracción); con presencia escasa, el 33,33% en sinflorescencias #1 (1 fracción) y sinflorescencias 
#2 (1 fracción), 14,29% en hojas (2 fracciones). En acetato de etilo con presencia abundante, el 
100% en sinflorescencias #2 (2 fracciones), 50% en hojas (3 fracciones) y sinflorescencias #1 (2 
fracciones); con presencia moderada, el 33,33% en hojas (2 fracciones), y tallos (1 fracción); con 
presencia escasa, el 50% en sinflorescencias #1 (2 fracciones), 33,33% en tallos (1 fracción); con 
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ausencia de taninos, el 33,33% en tallos (1 fracción),16,67% de hojas (1 fracción). En metanol con 
presencia abundante, el 60% en sinflorescencias #2 (3 fracciones), 33,33% en hojas (1 fracción), y 
tallos (1 fracción); con presencia moderada, el 66,67% en hojas (2 fracciones), 33,33% en tallos (1 
fracción), y sinflorescencias #1 (1 fracción), 20% en sinflorescencias #2 (1 fracción); con presencia 
escasa, el 33,33% en tallos (1 fracción), y sinflorescencias#1 (1 fracción), 20% en sinflorescencias  
#2 (1 fracción); con ausencia de taninos, el 33,33% en sinflorescencias # 1 (1 fracción). 
 
Cotejados con los reportados en la familia Amaranthaceae por: Fiorentino et al. (2006),  
aislaron a partir del extracto metanólico Amaranthus retroflexus, cuatro nuevos glucósidos 
sesquiterpénicas, con la técnica de espectrometría de masas y espectrometría de RMN 
(resonancia nuclear protones)  1D  y 2D, (DQ-COSY, TOCSY, HSQC, TOCSY-HSQC, HMBC 
y NOESY); dos compuestos se caracterizan por una nueva aglicona y diferían desde el sitio de 
glucosilación y dos compuestos son diastereoisómeros diméricos; estos compuestos fueron 
probados en la especie salvaje Taraxacum officinale para evaluar el papel de esta maleza en el 
hábitat y en la semilla de A. retroflexus tuvo un efecto autotóxico moderado. Además D’Abrosca 
(2006), con el extracto metanólico de  Amaranthus retroflexus, aisló y caracterizó un nuevo 
sesquiterpenoide glucosilada libre el nerolidol, probado el efecto fitotóxico en cultivo de Lactuca 
sativa, fue moderado. Por esta razón alguno de estos compuestos aislados de los taninos, pueden 
contenerlos la especie I. spiculigera, pero es necesario una 1HRMN, para confirmarlo. 
 
Encontramos  un potencial en taninos como: astringente, confiere propiedades antidiarréicas; 
hemostático local y cicatrizante, favorece  la coagulación y curación de heridas; antiséptico 
local, su capacidad de precipitar proteínas les otorgan propiedades antibacterianas, aportando 
valor en el tratamiento de heridas y llagas de piel y mucosas; antiinflamatorio y favorecedor 
del retorno venoso, algunas proantocianidinas inhiben a mediadores de la inflamación, de ahí su 
efectividad; antioxidante, tienen capacidad de estabilizar especies reactivas al oxígeno, 
proporcionando un campo de acción terapéutica muy extenso: daño oxidativo, procesos 
inflamatorios y procesos degenerativos [48,49]. 
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7.5.5. Saponinas. 
Se efectuó la técnica CCD a las fracciones del perfil cromatográfico (Pc) de hojas, tallos, 
sinflorescencias #1 y sinflorescencias #2, en elución ascendente de diclorometano, acetato de 
etilo y metanol, para caracterizar saponinas. Con resultado positivo y una ausencia (en METOH) 
para el reactivo Cloruro de Zinc (tabla 29-31), observando cambios de coloración fluorescentes 
de rojos, naranjas, amarillos, azules, verdes ó violetas, al UV 254nm; con presencia abundante y 
moderada, para diclorometano en la Ilustración 113a-d -  Ilustración 116a-d; con presencia de 
abundante a escasa, para acetato de etilo en la Ilustración 117a-d - Ilustración 120a-d; con 
presencia de abundante a escasa y una ausencia (6-7 sinflor. #1) en la Ilustración 121a-d -  
Ilustración 124a-d.     
 
 
Tabla 29: Resultados de saponinas en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de diclorometano (CH2Cl2).  
Saponinas -  Reactivo de Cloruro de Zinc 
Hojas 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Tallos 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
CH2Cl2 
Fr. (Pc) 
        
1* + + + 1-2 + + + 1* + + + 1-4 + + + 
2* + + +       
3* + + + 3-4 + + + 2-5 + + + 5-8 + + + 
4* + + +       
5-6 + + +   6-14 + + 9-17 + + + 
7-12 + + +       
13 + + +       
14-23 + + +       
24-25 + + +       
26-31 + + +       
32-35 + + +       
36-39 + + +       
40-45 + + +       
46-48 + + +       
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a)        b)      
c)        d)  
Ilustración 113: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
CH2Cl2 por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) hojas, b) UV 254nm, c) hojas + reactivo, d) UV 254nm + 
reactivo. (Fotos autor).            
 
 
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 114: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
CH2Cl2 por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) tallos, b) UV 254nm, c) tallos + reactivo, d) UV 254nm + 
reactivo. (Fotos autor).    
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a)        b)        c)        d)  
Ilustración 115: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
CH2Cl2 por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) sinflorescencias #1, b) UV 254nm, c) sinflorescencias #1 + 
reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
 
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 116: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las Fr. (Pc) de I. spiculigera en 
CH2Cl2 por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) sinflorescencias #2, b) UV 254nm, c) sinflorescencias #2 + 
reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
 
Tabla 30: Resultados de saponinas en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de acetato de etilo (ACOET).  
Saponinas -  Reactivo de Cloruro de Zinc 
Hojas 
ACOET 
Fr. (Pc) Tallos 
ACOET 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
ACOET 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
ACOET 
Fr. (Pc) 
        
1-2 + + 1* + 1* + + + 1-3 + + + 
3* + + +       
4* + + + 2-3 + + + 2-3 + + 4-16 + + + 
5-7 + + +   4* + +   
8-9 + + + 4-5 + +     
10-14 + +   5* +   
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a)    b)    c)    d)  
Ilustración 117: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en ACOET por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) hojas, b) UV 254nm, c) hojas + reactivo, d) 
UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
 
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 118: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en ACOET por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) tallos, b) UV 254nm, c) tallos + reactivo, d) 
UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
 
a)    b)    c)    d)  
Ilustración 119: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en ACOET por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) sinflorescencias #1, b) UV 254nm, c) 
sinflorescencias #1 + reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).        
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a)        b)         c)        d)  
Ilustración 120: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en ACOET por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) sinflorescencias #2, b) UV 254nm, c) 
sinflorescencias #2 + reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
 
 
Tabla 31: Resultados de saponinas en CCD de hojas, tallos, sinflorescencias #1, sinflorescencias #2 de 
Iresine spiculigera en elución ascendente de metanol (METOH).  
Saponinas -  Reactivo de Cloruro de Zinc 
Hojas 
METOH 
Fr. (Pc) Tallos 
METOH 
Fr. (Pc) Sinflor. #1 
METOH 
Fr. (Pc) Sinflor. #2 
METOH 
Fr. (Pc) 
        
1-2 + + 1* + + 1-3 + + 1* + + 
      2* + + + 
3-8 + 2-5 + 4-5 + + + 3* + + 
      4-5 + + 
9-11 + + 6-11 + 6-7 - 6-17 + 
 
 
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 121: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en METOH por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) hojas, b) UV 254nm, c) hojas + reactivo, d) 
UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
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a)        b)        c)        d)  
Ilustración 122: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en METOH por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) tallos, b) UV 254nm, c) tallos + reactivo, d) 
UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
 
a)        b)        c)        d)  
Ilustración 123: Caracterización final de terpenos con resultado variante para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en METOH por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) sinflorescencias #1, b) UV 254nm, c) 
sinflorescencias #1 + reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
 
a)    b)    c)    d)  
Ilustración 124: Caracterización final de terpenos con resultado positivo para las fracciones de Pc de Iresine 
spiculigera en METOH por CCD con reactivo de Cloruro de Zinc: a) sinflorescencias #2, b) UV 254nm, c) 
sinflorescencias #2 + reactivo, d) UV 254nm + reactivo. (Fotos autor).             
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En conclusión las saponinas reveladas con Cloruro de Zinc para las fracciones de perfil 
cromatográfico presentaron cambios en diclorometano presentaron cambios de coloración con 
gran variación de colores fluorescentes. En diclorometano con presencia abundante, el 100% 
hojas (14 fracciones), tallos (2 fracciones), y sinflorescencias # 2 (3 fracciones), 66,67% en 
sinflorescencias #1 (2 fracciones); con presencia moderada, el 33,33% en sinflorescencias #1 (1 
fracción). En acetato de etilo con presencia abundante, el 100% en sinflorescencias #2 (2 
fracciones), 66,67% en hojas (4 fracciones), 33,33% en tallos (1 fracción) y sinflorescencias #1 (1 
fracción); con presencia moderada, el 66,67% en sinflorescencias #1 (2 fracciones), 33,33% en 
hojas (2 fracciones) y tallos (1fracción); con presencia escasa, el 33,33% en tallos (1 fracción) y 
sinflorescencias #1 (1 fracción). En metanol con presencia abundante, el 33,33% en 
sinflorescencias #1 (1 fracción), 20% en sinflorescencias #2 (1 fracción); con presencia moderada, 
el 66,67% en hojas (2 fracciones), 60% en sinflorescencias #2 (3 fracciones), 33,33% en tallos (1 
fracción) y en sinflorescencias #1 (1 fracción); con presencia escasa, el 66,67% en tallos (2 
fracciones), 33,33% en hojas (1 fracción), 20% en sinflorescencias #2 (1 fracción); con ausencia de 
saponinas, el 33,33% de sinflorescencias #1 (1 fracción).   
 
Comparados con los reportados en la familia Amaranthaceae por: López de Ruiz et al.(2003), del 
extracto obtenido en metanol-agua de Amaranthus muricatus, reextrajeron las saponinas con n-
butanol,  sobre una columna de sílica gel usando como líquido de elución una mezcla de 
cloroformo-etanol-agua, aislaron dos saponinas: una de ellas con un disacárido (ramnosa y 
glucosa) y la otra con un monosacárido (ramnosa), en ambos casos la genina fue identificada 
como ácido oleanólico., las estructuras fueron asignadas basándose en los resultados obtenidos 
luego de la aplicación de espectrometría de 1HRMN (resonancia magnética nuclear por 
protones). 
 
 Salvador y Dias (2004), con el extracto crudo de Alternanthera marítima en la fases de hexano y 
diclorometano, por la técnica de cromatografía en capa fina en placas de gel aislaron saponinas 
como el estigmasterol y 7enil-3-β-ol-3-O-β-D-glucopiranósidos. 
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Junkuszew et al. (1998), asilaron de las semillas de Amaranthus cruentus, las estructuras son 
elucidadas usando una combinación de espectrometría 1D (unidemensional) y 2D 
(bidimensional) de RMN (resonancia nuclear por protones), cuatro nuevas estructuras de 
saponinas: la primera la compone una hidrólisis acídica aforada y  una glucosa, la segunda una 
aglicona 3-O-glucopiranósido del chondrillasterol, la tercera corresponde a una fracción de 
aglicona y la perdida de glicósido de hexosa, desohihexosa e ácido urónico, y la cuarta es una 
aglicona identificada como 2β,3β-23trihidroxiolean-12en-28-ácido oico.  
 
Sanoko et al. (1999), asiló de las partes aéreas del extracto metanólico de Alternanthera 
repens, estructuras usando una combinación de espectrometría 1D (unidemensional) y 2D 
(bidimensional) de RMN (resonancia nuclear por protones), saponinas triterpénicas, basadas 
agliconas la composición y la secuencia de la cadena de azúcar; según Irvine (1930), es una 
planta utilizada en la medicina popular de África como un diurético, drogas vermífugas y contra 
insuficiencias digestivas.  
 
Ridout et al. (1991), Ruales y Nair (1993), Ng et al. (1994) encontraron que las saponinas de 
Chenopodium quinoa Will., son de estructura triterpenoide y se ha demostrado que la principal 
sapogenina  es el ácido oleanólico. Otras son: sapogenoles, hederagenina, y ácido fitolacagénico.  
 
Según Zavaleta (1993), el nivel máximo aceptable de saponina en la quinua para consumo 
humano oscila entre 0.06 y 0.12%; esto coincide con los resultados de pruebas sensoriales 
realizadas en la Universidad Técnica de Ambato, Ecuador, en donde determinó que el límite 
máximo de aceptación del contenido de saponina en el grano cocido, fue de 0.1% (Nieto y Soria, 
1991). Por su contenido de hederagenina se puede explicar su uso como expectorante, en casos 
de tos. Las saponinas en forma conjunta presentan actividad vasoconstrictora, en tanto la 
hederagenina por sí sola exhibe, por vía interna, actividad espasmolítica y expectorante (Gupta 
2004). 
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El encontrar estos compuestos en la familia, proporciona una probabilidad alta, de  
determinarlos en la especie de I. spiculigera, con análisis de cromatografía acoplada a masas o 
resonancia magnética nuclear por protones (1HRMN).  
 
 
7.5.6. Glicósidos cardiotónicos.   
Se realizó la técnica de CCD a las fracciones del perfil cromatográfico (Pc) de hojas, tallos, 
sinflorescencias #1 y sinflorescencias #2, en elución ascendente de diclorometano, acetato de 
etilo y metanol, para caracterizar glicósidos cardiotónicos. Con resultado negativo, para el  
reactivo de Ácido 3,5 Dinitrobenzoico (reactivo de Kedde) método alternativo, observando ausencia de 
coloración violeta-azuladas; para diclorometano en la Ilustración 125a-h, acetato de etilo en la 
Ilustración 126a-h, y metanol en la Ilustración 127a-h.  
 
a)        b)  
c)  d)  e)   f)  g)   h)   
Ilustración 125: Caracterización final de glicósidos cardiotónicos con resultado negativo para las Fr. (Pc) de I. 
spiculigera en CH2Cl2 por CCD con reactivo de Ácido 3,5 dinitrobenzoico (reactivo de Kedde): a y b) hojas, c y d) 
tallos, e y f) sinflorescencias #1, g y h) sinflorescencias # 2. (Fotos autor).             
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a)      b)      c)      d)  
e)      f)      g)      h)  
Ilustración 126: Caracterización final de glicósidos cardiotónicos con resultado negativo para las Fr. (Pc) de I. 
spiculigera en ACOET por CCD con reactivo de Ácido 3,5 Dinitrobenzoico (reactivo de Kedde): a y b) hojas, c y d) 
tallos, e y f) sinflorescencias #1, g y h) sinflorescencias # 2. (Fotos autor).             
 
 
a)       b)        c)        d)  
 
d)      f)      g)      h)  
Ilustración 127: Caracterización final de glicósidos cardiotónicos con resultado negativo para las Fr. (Pc) de I. 
spiculigera en METOH  por CCD con reactivo de Ácido 3,5 Dinitrobenzoico (reactivo de Kedde): a y b) hojas, c y 
d) tallos, e y f) sinflorescencias #1, g y h) sinflorescencias # 2. (Fotos autor).             
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En conclusión los glicósidos cardiotónicos con reactivo de Ácido 3,5 Dinitrobenzoico 
(reactivo de Kedde) para las 51 fracciones de Pc de hojas, tallos, sinflorescencias #1 y 
sinflorescencias #2, están 100% ausentes.  
 
Al final de la caracterización final de  secundarios encontramos presencia en abundancia de 
saponinas, seguido de terpenos, taninos, en menor cantidad flavonoides y alcaloides, ausentes en 
su totalidad glicósidos cardiotónicos.  
 
Confrontados con los reportados en la familia Amaranthaceae, nos confirma la presencia de 
estos grupos de metabolitos secundarios en la especie I. spiculigera en la caracterización final, 
como la investigación de: Pomilio et al. (1994),  Banerji et al. (1971), Buschi y Pomilio (1982),  
Young et al. (1997), y Shiobara et al. (1993); encontraron presencia de chromoalcaloides, 
ecdisteroides, saponinas, flavonoides, triterpenos. Florio de Real y Florio (2013), que 
encontraron taninos, triterpenos/esteroides y alcaloides en Achyrantes aspera L., y taninos, 
triterpenos/esteroides, nitrocompuestos, alifáticos y saponinas en Amaranthus viridis L., en  
Alternanthera sessilis L. Salas et al. (2012), sugirió la presencia mayoritaria para el extracto de 
hexano de carotenoides y esteroles, para el cloroformo de triterpenoides, para el alcohol de 
compuestos fenólicos y glicósidos y para el agua de compuestos reductores, compuestos 
fenólicos y/o taninos y saponinas en Alternanthera sessilis.  
 
En el género Alternanthera; presencia de flavonoides: Richardson (1978), Zhou et al. (1988), 
Ruiz et al. (1991), Sahu y Chakrabarty (1993); antraquinonas: Saenz et al. (1970), Sascena 
(1975); cromoalcaloides: Ruiz et al., 1996; saponinas: Dogra y Ojbra (1978), Penders et al. 
(1992), Sanoko et al. (1999),  Salvador et al. (2002); triterpenos: Macedo et al. (1999); y 
finalmente esteroides, con una predominancia de D7-esteroides: Patterson et al. (1991). 
 
Muñoz-Olivero (2011), encontró en la especie Chenopodium quinoa Will., contiene saponinas, 
antocianinas, flavonoides, aceites esenciales, ácido fítico, taninos. 
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7.6. Purificación de fracciones de perfil cromatográfico.  
Este proceso reveló los resultados de la cromatografía en columna realizada en las fracciones 
de perfil cromatográfico seleccionadas (tabla 3) en la especie Iresine spiculigera, tomando un 
peso desde 0,1465g hasta 1,2216g (tabla 32) dependiendo del tamaño de la columna, para el 
extracto sólido nuevo, elución por gravedad del solvente en orden de polaridad basados en las 
proporciones establecidas en la tabla 4, con algunas modificaciones que se necesitaron durante el 
proceso de purificación (tabla 33-35). 
 
Tabla 32: Peso de las fracciones de perfil cromatográfico seleccionadas de Iresine spiculigera.  
 
Tabla 33: Proporciones establecidas de solventes para las fracciones selecciones de Iresine spiculigera en 
diclorometano. 
Solvente / (Fr. (Pc) Selec.) Fase móvil (Solvente) Proporciones Vol. C/u 50ml-100ml 
 
Diclorometano  
1* / 5-6 hojas 
Cloroformo (CHCl3) Cloroformo 
CHCl3 – ACOET 9:1-5:5 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 
Metanol (metanol) Metanol  
 
Diclorometano 
1-2 tallos 
Diclorometano (CH2Cl2) Diclorometano 
CH2Cl2 – ACOET 9:1 – 8:2 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 
Metanol (metanol) Metanol  
 
Diclorometano 
2-5 sinflorescencias #1 
Diclorometano (CH2Cl2) Diclorometano 
CH2Cl2 – ACOET 9:1 – 5:5 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 
ACOET - METOH 5:5 
Metanol (metanol) Metanol  
 
Diclorometano 
1-4 sinflorescencias #2 
Diclorometano (CH2Cl2) Diclorometano 
CH2Cl2 – ACOET 9:1 – 7:3 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 
Metanol (metanol) Metanol  
Fr. (Pc) Selec. 
Solvente inicial 
Diclorometano 
(CH2Cl2) 
Acetato de etilo  
(ACOET) 
Metanol  
(METOH) 
  Fr. (Pc) 
selec. 
Peso (gr) Fr. (Pc) 
selec. 
Peso (gr) Fr. (Pc) 
selec. 
Peso (gr) 
Hojas 
 
1* 0,2834 g  
8-9 
 
0,1877 g 
 
1-2 
 
1,16295g 5-6 0,5993 g 
Tallos  1-2 0,1465 g 2-3 0,3057 g 2-5 1,0207 g 
Sinflorescencias #1 2-5 0,3659 g 1* 0,065 g 1-3 0,6147 g 
Sinflorescencias # 2 1-4 1,0894 g 1-3 0,4278 g 2* 1,2216 g 
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Tabla 34: Proporciones establecidas de solventes para las fracciones selecciones de Iresine spiculigera en 
Acetato de etilo.  
Solvente / Fr. (Pc) Selec. Fase móvil (Solvente) Proporciones Vol. C/u 50ml 
 
Acetato de etilo  
8-9 hojas 
CH2Cl2 – ACOET   9:1 – 8:2 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 50ml 
ACOET - METOH 9:1 - 6:4 
Metanol (metanol) Metanol 50ml 
 
Acetato de etilo  
2-3 tallos 
Diclorometano (CH2Cl2) Diclorometano 50ml 
CH2Cl2 – ACOET 9:1 – 5:5 
ACOET - CH2Cl2  6:4  
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 50ml 
Metanol (metanol) Metanol  
 
Acetato de etilo  
1* sinflorescencias #1 
Diclorometano (CH2Cl2) Diclorometano 50ml 
CH2Cl2 – ACOET 9:1 – 7:3 
ACOET - CH2Cl2 6:4 
Metanol (metanol) Metanol  
 
Acetato de etilo  
1-3 sinflorescencias #2 
Diclorometano (CH2Cl2) Diclorometano 
CH2Cl2 – ACOET 9:1 – 5:5 
ACOET - CH2Cl2  6:4 -7:3 
Metanol (metanol) Metanol  
 
 
Tabla 35: Proporciones establecidas de solventes para las fracciones selecciones de Iresine spiculigera en 
metanol. 
Solvente / Fr. (Pc) Selec. Fase móvil (Solvente) Proporciones Vol. C/u 50ml 
 
Metanol 
1-2 hojas 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 50ml 
ACOET - METOH 9:1 – 5:5 
METOH - ACOET 6:4 – 7:3 
Metanol (metanol) Metanol 50ml 
 
Metanol 
2-5 tallos 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 50ml 
ACOET - METOH 9:1 – 8:2 
METOH - ACOET 6:4  
Metanol (metanol) Metanol 50ml 
 
Metanol 
1-3 sinflorescencias #1 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 50ml 
ACOET - METOH 9:1 – 8:2 
METOH - ACOET 6:4 – 7:3 
Metanol (metanol) Metanol 50ml 
 
Metanol 
2* sinflorescencias #2 
Acetato de etilo (ACOET)  Acetato de etilo 50ml 
ACOET - METOH 9:1 – 6:4 
METOH - ACOET 6:4 – 8:2 
Metanol (metanol) Metanol 50ml 
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Para un total de 13 fracciones de Pc seleccionadas purificadas en columna de vidrio; está 
presentaba coloraciones variantes desde negro, café, diferentes verdes, naranjas, amarillos hasta 
llegar al blanco hueso (Ilustración 128a-e, Ilustración 129a-d – Ilustración 130a-d; como 
indicador visual de finalización del proceso además de los mismos parámetros de las sección 7.3. 
La duración del proceso de elución hasta agotamiento de las columnas fue de un mes 
aproximadamente, donde el mínimo tiempo fue 26h y el máximo 36 días (tabla 36).  
Tabla 36: Proceso de duración de las columnas con las Fr. (Pc) selec. de Iresine spiculigera.   
 
 
Después de la purificación en proporciones establecidas de solventes se obtuvieron 385 
fracciones purificadas (Fp) (tabla 37), con variaciones de coloraciones transparentes de  verdes, 
naranjas hasta amarillos. Las cuales descartó el proceso de concentración, por el contrario se dejó 
evaporar el solvente a temperatura ambiente. Por consiguiente fue indispensable elaborar el 
perfil cromatográfico. 
     
Fracciones de perfil cromatográfico  seleccionadas  de Iresine spiculigera en Diclorometano ( 
 
 
 
 
 
a) 
     
      
Fr. (Pc) Selec./  
Solvente inicial 
Diclorometano  
(CH2Cl2) 
Acetato de etilo  
(ACOET) 
Metanol  
(METOH) 
 Fr. (Pc) 
Selec. 
Duración  
2014 
Fr. (Pc) 
Selec. 
Duración 
2014 
Fr. (Pc) 
Selec. 
Duración 
2014 
Hojas 
 
1* 16/05 - 20/05  
8-9 
 
3/06 - 10/06 
 
1-2 
 
10/06 - 27/06 5-6 15/05 - 21/05 
Tallos  1-2 23/05 - 26/05 2-3 26/05 - 30/05 2-5 29/05 - 20/06 
Sinflorescencias #1 2-5 22/05 - 23/05 1* 10/06 - 11/06 1-3 11/06 - 27/06 
Sinflorescencias # 2 1-4 22/05 - 29/05 1-3 24/05 - 30/06 2* 10/06 - 30/06 
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b) 
     
 
 
 
 
 
c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
d) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
e) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 128: Purificación de Fr. (Pc) selec. por cromatografía en columna de Iresine spiculigera en 
CH2Cl2: a) 1* hojas, b) 5-6 hojas, c) 1-2 tallos, d) 2-5 sinflorescencias #1, e) 1-4 sinflorescencias #2. (Fotos 
autor).             
 
 
Fracciones de perfil cromatográfico seleccionadas de Iresine spiculigera en Acetato de etilo  
 
 
 
 
 
a) 
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b) 
    
 
 
 
 
 
 
c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
d) 
   
 
 
Ilustración 129 : Purificación de Fr. (Pc) selec. por cromatografía en columna de Iresine spiculigera en 
acetato de etilo: a) 8-9 hojas, b) 2-3 tallos, c) 1* sinflorescencias #1, d) 1-3 sinflorescencias #2. (Fotos 
autor).          
 
    
 
Fracciones de perfil cromatográfico seleccionadas de Iresine spiculigera en Metanol  
 
 
 
 
 
 
a) 
  
 
  
 
 
 
 
b) 
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c) 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
d) 
     
 
Ilustración 130: Purificación de Fr. (Pc) selec. por cromatografía en columna de Iresine spiculigera en 
Metanol: a) 1-2 hojas, b) 2-5 tallos, c) 1-3 sinflorescencias #1, d) 2* sinflorescencias #2. (Fotos autor).             
 
Tabla 37: Fracciones purificadas de Iresine spiculigera. 
 
 
7.6.1. Perfil cromatográfico.  
Se realizó la técnica de CCD,  para las fracciones purificadas (tabla 38) de hojas (131 
fracciones), tallos (73 fracciones), sinflorescencias # 1 (85 fracciones), sinflorescencias #2 (96 
fracciones), en los las proporciones de solventes en orden ascendente de polaridad (tabla 32-
34). Se observaron al UV a 254nm y 366nm en la Ilustración 131a-e, Ilustración 132a-d – 
Fr. (Pc) selec./  
Solvente inicial 
Diclorometano 
(CH2Cl2) 
Acetato de etilo  
(ACOET) 
Metanol  
(METOH) 
TOTAL 
 Fr. (Pc) 
selec. 
# Fp. Fr. (Pc) 
selec. 
# Fp. Fr. (Pc) 
selec. 
# Fp.  
Hojas 
Hojas  
1* 29  
8-9 
 
30 
 
1-2 
 
37 
131 
5-6 35 
Tallos  1-2 18 2-3 36 2-5 19 73 
Sinflorescencias #1 2-5 38 1* 24 1-3 23 85 
Sinflorescencias # 2 1-4 25 1-3 36 2* 35 96 
TOTAL 145 126 114 385 
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133a-d, las similitudes en los patrones de tonalidades fluorescentes de rojos, rosados, 
naranjas, cafés,amarillos, azules y verdes; obteniendo el perfil  cromatográfico de las 
fracciones purificadas, eliminando las fracciones que no tenían revelación en la placa; de 
hojas (6 fracciones), tallos (73 fracciones), sinflorescencias # 1 (85 fracciones), sinflorescencias 
#2 (96 fracciones), en los las proporciones de solventes en orden ascendente de polaridad 
 
Tabla 38: Perfil cromatográfico de fracciones purificadas de Iresine spiculigera. 
  
 
 
Perfil cromatográfico de las FP de solvente inicial CH2Cl2 
 
 
 
 
 
 
 
a) 
 
 
 FP de CHCl3 – 5:5 en elución ascendente de cloroformo   
 
 
FP de ACOET en 
ACOET 
 
 
FP de METOH en 
METOH 
 
De las 29 fracciones purificadas de hojas (1*) CH2Cl2 en elución ascendente en 
proporciones, se obtuvo 6 fracciones purificadas agrupadas (6 Fp totales - 23 Fp eliminadas) 
así:   
Fr. (Pc) selec./  
Solvente inicial 
Diclorometano 
(CH2Cl2) 
Acetato de etilo  
(ACOET) 
Metanol  
(METOH) 
TOTAL 
 Fr. (Pc) 
selec. 
 
Fp (Pc) 
Fr. (Pc) 
selec. 
 
Fp (Pc) 
Fr. (Pc) 
selec. 
 
Fp (Pc) 
 
Hojas 
 
1* 6  
8-9 
 
5 
 
1-2 
 
12 
27 
5-6 4 
Tallos  1-2 9 2-3 7 2-5 2 18 
Sinflorescencias #1 2-5 8 1* 6 1-3 5 19 
Sinflorescencias # 2 1-4 10 1-3 12 2* 11 33 
TOTAL 37 30 30 97 
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CHCl3 Fp:1* CHCl3 Fp:2* CHCl3 Fp:3* 
CHCl3 Fp:4* 9:1 Fp:1* 
Eliminan 9:1 Fp:2-4 – 5:5 Fp:1-4 
Eliminan  
ACOET:1-4 
METOH Fp:1* 
Elimina 
METOH Fp:2* 
 
 
 
 
 
 
 
b) 
 
FP de CHCl3 – 5:5 en elución ascendente de cloroformo   
 
  
FP de ACOET en 
ACOET 
 
FP de METOH en 
METOH 
 
De las 35 fracciones purificadas de hojas (5-6) CH2Cl2 en elución ascendente  en 
proporciones, se obtuvo 4 fracciones purificadas agrupadas (7 Fp totales - 28 Fp eliminadas) 
así: 
  
 
 
 
 
 
CHCl3 Fp:1-4 CHCl3 Fp:5* 
9:1 Fp:2* 
Eliminan 9:1 Fp:1, Fp:3-8 – 5:5 M: 1-4 
Eliminan  
ACOET:1-4 
METOH Fp:1* 
Elimina 
METOH Fp:2* 
 
 
 
 
 
 
 
c) 
 
 
FP de CH2Cl2 – 8:2 en elución ascendente  de 
diclorometano   
 
 
FP de ACOET en 
ACOET 
 
 
FP de METOH en 
METOH 
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De las 18 fracciones purificadas de tallos (1-2) CH2Cl2 en elución ascendente en 
proporciones, se obtuvo 9 fracciones purificadas agrupadas (12 Fp totales - 6 Fp eliminadas) 
así: 
 
 
 
 
CH2Cl2 Fp:1* CH2Cl2 Fp:2-4 9:1 Fp:1* 9:1 Fp:2* 
9:1 Fp:2* 9:1 Fp:3-4 8:2 Fp:1* 
Eliminan 8:2 Fp:2-4 
ACOET Fp:1* 
ACOET Fp:2* 
Eliminan 
ACOET Fp:3-4 
METOH Fp:1* 
Elimina 
METOH Fp:2* 
 
 
 
 
 
 
 
d) 
 
 
FP de CH2Cl2 – 5:5 en elución ascendente de 
diclorometano   
 
 
FP de ACOET en 
ACOET 
 
FP de 5:5- METOH 
en METOH 
De las 38 fracciones purificadas de sinflorescencias # 1 (2-5) CH2Cl2 en elución ascendente 
en proporciones, se obtuvo 8 fracciones purificadas agrupadas (38 Fp totales - 0 Fp eliminadas) 
así: 
 
CH2Cl2 Fp:1* CH2Cl2 Fp:2-5 9:1 Fp:1* 
9:1 Fp:2* 9:1 Fp:3-4 – 5:5 Fp:1-4 
No se eliminan  
 
 
 
ACOET Fp:1-4 
No se eliminan 
5:5 Fp:1* 
5:5 Fp:2-4 - METOH 
Fp:1-5 
No se eliminan 
 
 
 
 
 
 
 
 
e) 
 
FP de CH2Cl2 – 7:3 en elución ascendente  de 
diclorometano   
 
FP de ACOET en 
ACOET 
 
FP de METOH en 
METOH 
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De las 25 fracciones purificadas de sinflorescencias # 2 (1-4) CH2Cl2 en elución ascendente 
en proporciones, se obtuvo 10 fracciones purificadas agrupadas (25 Fp totales - 0 Fp 
eliminadas) así: 
 
 
CH2Cl2 Fp:1* CH2Cl2 Fp:2* CH2Cl2 Fp:3-6 
CH2Cl2 Fp:7 – 9:1 Fp:1 9:1 Fp:2* 
9:1 Fp:3-4 9:1 Fp:5, 8:2 Fp:1-4 - 7:3 Fp:1-4 
No se eliminan 
ACOET Fp:1-4 
No se eliminan 
METOH Fp:1* 
METOH Fp:2* 
No se eliminan 
 
Ilustración 131: Perfil cromatográfico de las FP de Iresine spiculigera en CH2Cl2 por CCD: a) 1* hojas, b) 5-6 
hojas, c) 1-2 tallos, d) 2-5 sinflorescencias #1, e) 1-4 sinflorescencias #2. (Fotos autor).              
 
 
Perfil cromatográfico de las FP de solvente inicial acetato de etilo 
 
 
 
 
 
 
 
a) 
 
   
FP de 9:1 - 8:2 en 
CH2Cl2 
 
 
FP de ACOET – 6:4 en elución ascendente de ACOET 
 
 
FP de METOH en 
METOH 
 
 
De las 30 fracciones purificadas de hojas (8-9) ACOET en elución ascendente en 
proporciones, se obtuvo 5 fracciones purificadas agrupadas (30 Fp totales - 0 Fp eliminadas) así: 
 
 
 
 
 
9:1 Fp:1-4 – 8:2 Fp:1-3 
No se eliminan 
ACOET Fp:1-5 9:1 Fp:1-2 
9:1 Fp:3-4 – 6:4 Fp:1-4 
No se  eliminan 
METOH Fp:1-2 
No se eliminan 
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b) 
 
 
FP de CH2Cl2 - 5:5 en Ch2Cl2 
 
 
 
FP de CH2Cl2 - 5:5 en ACOET 
 
 
 
 
 
 
FP de 6:4  – ACOET en ACOET 
 
 
 
 
 
 
FP de METOH en 
METOH 
  
 
 
  
De las 36 fracciones purificadas de tallos (2-3) ACOET en elución ascendente  en 
proporciones, se obtuvo 7 fracciones purificadas agrupadas (35 Fp totales - 1 Fp eliminadas) así: 
  
 
CH2Cl2 Fp:1-4  9:1 Fp:1-4 – 8:2 Fp:1 
8:2 Fp:2-4,  
7:3 Fp:1-4 – 6:4 Fp:1-3 
6:4 Fp:4 – 5:5 Fp:1-4 
No se eliminan 
 
 
6:4 Fp:1-4 - ACOET Fp:1-4 
No se  eliminan 
METOH Fp:1* 
METOH Fp:2-3 
Elimina 
METOH Fp:4* 
 
 
 
 
 
 
 
c) 
 
 
 
FP de CH2Cl2 - 7:3 en CH2Cl2 
 
 
FP de 6:4 en ACOET 
 
 
FP de METOH en 
METOH 
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De las 24 fracciones purificadas de sinflorescencias #1 (1*) ACOET en elución ascendente en 
proporciones, se obtuvo 6 fracciones purificadas agrupadas (35 Fp totales - 1 Fp eliminadas) así: 
  
 
CH2Cl2 Fp:1-4  9:1 Fp:1-4   8:2 Fp:1* 
8:2 Fp:2-4- 7:3 Fp:1-4  
No se eliminan 
6:4 Fp:1-4  
No se  eliminan 
METOH Fp:1* 
Elimina  
METOH Fp:2-4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
d) 
 
 
FP de CH2Cl2 - 6:4 en CH2Cl2 
 
FP de CH2Cl2 - 6:4 en ACOET 
 
 
 
 
 
 
FP de 5:5 – 7:3 en ACOET 
 
 
 
 
 
 
FP de METOH en 
METOH 
 
De las 36 fracciones purificadas de sinflorescencias #2 (1-3) ACOET en elución ascendente  
en proporciones, se obtuvo 12 fracciones purificadas agrupadas (36 Fp totales - 0 Fp eliminadas) 
así: 
 
CH2Cl2 Fp:1-4 -9:1 Fp:1  
9:1 Fp:2-4 – 8:2 Fp:1-4 
7:3 Fp:1-2  7:3 Fp:3-4 – 6:4 Fp:1-2 
6:4 Fp:3-4  
No se eliminan 
5:5 Fp:1-4 6:4 Fp:1* 6:4 Fp:2* 
6:4 Fp:3-4 – 7:3 Fp:1 7:3 Fp:2-4 
No se eliminan 
METOH Fp:1-2 
METOH Fp:3-4 
No se eliminan 
 
Ilustración 132: Perfil cromatográfico de las FP de Iresine spiculigera en ACOET por CCD: a) 8-9 hojas, b) 2-3 
tallos, c) 1* sinflorescencias #1, d) 1-3 sinflorescencias #2. (Fotos autor).             
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Perfil cromatográfico de las FP de solvente inicial metanol  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a) 
 
 
FP de ACOET - 5:5 en ACOET 
 
FP de ACOET - 5:5 en METOH 
 
 
 
 
 
 
FP de 6:4 – METOH en METOH 
De las 37 fracciones purificadas de hojas (1-2) METOH en elución ascendente en 
proporciones, se obtuvo 12 fracciones purificadas agrupadas (37 Fp totales - 0 Fp 
eliminadas) así: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) 
 
 
 
 
 
  
FP de ACOET - 8:2 en ACOET 
 
ACOET Fp:1-4 - 9:1 Fp:1-2 9:1 Fp:3* 
9:1 Fp:4 - 8:2 Fp:1 8:2 Fp:2* 8:2 Fp:3-4 
7:3 Fp:1-2 7:3 Fp:3-4 - 6:4 Fp:1 6:4 Fp:2* 
6:4 Fp:3-4 - 5:5 Fp:1-2 5:5 Fp:3* 5:5 Fp:4-5 
No se eliminan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6:4 Fp:1-4 - 7:3 Fp:1-2 
METOH Fp:1-4 
No se eliminan 
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b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
FP de ACOET - 8:2 en METOH 
 
 
 
FP de 6:4 – METOH en METOH 
De las 19 fracciones purificadas de tallos (2-5) METOH en elución ascendente  en 
proporciones, se obtuvo 2 fracciones purificadas agrupadas (19 Fp totales - 0 Fp 
eliminadas) así: 
  
 
 
ACOET Fp:1-4, 9:1 Fp:1-4 - 8:2 Fp:1-4 
No se eliminan 
 
 
6:4 Fp:1-4, METOH Fp:1-4 
No se eliminan 
 
 
 
 
 
 
c) 
 
FP de ACOET - 8:2 en ACOET 
 
FP de 6:4 – METOH en METOH 
 
De las 23 fracciones purificadas de sinflorescencias #1 (1-3) METOH elución 
ascendente en proporciones, se obtuvo 5 fracciones purificadas agrupadas (22 Fp totales 
- 1 Fp eliminadas) así: 
 
ACOET Fp:1-3  
ACOET Fp:4, 9:1 Fp:1-4 - 8:2 Fp:1-4 
Se elimina 9:1 Fp:5* 
6:4 Fp:1-2 6:4 Fp:3-4 - 7:3 Fp:1  
7:3 Fp:2-3 – METOH Fp:1-3 
No se eliminan 
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d) 
 
FP de ACOET - 6:4 en ACOET 
 
 
FP de ACOET - 6:4 en METOH 
 
 
 
 
 
FP de 6:4 – METOH en METOH 
 
 
 
De las 35 fracciones purificadas de sinflorescencias #1 (1-3) METOH en elución 
ascendente en proporciones, se obtuvo 11 fracciones purificadas agrupadas (35 Fp 
totales - 0 Fp eliminadas) así: 
 
ACOET Fp:1-4 - 9:1 Fp:1 9:1 Fp:2* 
9:1 Fp:3-4 - 8:2 Fp:1 8:2 Fp:2-4 7:3 Fp:1-2 
7:3 Fp:3* 7:3 Fp:4 - 6:4 Fp:1 6:4 Fp:2-4 
No se eliminan 
 6:4 Fp:1-4   7:3 Fp:1-4 
8:2 Fp:1-4 - METOH Fp:1-3 
No se eliminan 
 
Ilustración 133: Perfil cromatográfico de las FP  de Iresine spiculigera en METOH por CCD: a) 1-2 hojas, 
b) 2-5 tallos, c) 1-3 sinflorescencias #1, d) 2* sinflorescencias #2. (Fotos autor).             
 
 
 
 
Finalmente se agrupan las 97 fracciones purificadas de Perfil cromatográfico en: 32 
fracciones para análisis de HPLC para otro estudio, 22 fracciones guardadas para análisis 
posteriores y 43 fracciones descartadas por contenido en proporciones mínimas, ausencia de 
cristales y coloración (tabla 39). 
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Tabla 39: Agrupación de las 97 fracciones purificadas de Pc de Iresine spiculigera. 
Solvente / 
Fr. (Pc) selec. 
HPLC GUARDAN DESCARTAN TOTAL 
     
 
Hojas (1*) CH2Cl2 
CHCl3  
Fp:1* 
CHCl3  
Fp:2* 
 
 
CHCl3 
Fp:3* 
CHCl3 
Fp:4* 
9:1 
Fp:1* 
METOH 
Fp:1* 
Total 2 0 4 6 
 
Hojas (5-6)CH2Cl2 
 
CHCl3 Fp:1-4 
 
METOH Fp:1* 
CHCl3 
Fp:5* 
9:1 
Fp:2* 
 
Total 1 1 2 4 
 
 
 
Tallos (1-2)CH2Cl2 
 
 
 
CH2Cl2  
Fp:1* 
 
 
 
CH2Cl2 
Fp:2-4 
 9:1  
Fp:1* 
9:1 
Fp:2* 
 
9:1  
Fp:3-4 
8:2 
Fp:1* 
ACOET 
Fp:1* 
ACOE
T 
Fp:2* 
METOH Fp:1* 
Total 2 0 7 9 
 
 
 
Sinflor.# 1  (2-5) 
CH2Cl2 
 
 
 
CH2Cl2 
 Fp:2-5 
 
 
 
ACOET 
Fp:1-4 
CH2Cl2 
Fp:1* 
9:1  
Fp:1* 
 
 
 9:1 Fp:2* 
9:1 Fp:3-4- 5:5 
Fp:1-4 
5:5 Fp:1* 
5:5 Fp:2-4-  
METOH Fp:1-5 
Total 2 6 0 8 
 
 
Sinflor.# 2  (1-4) 
CH2Cl2 
CH2Cl2  
Fp:1* 
CH2Cl2 
Fp:2* 
 9:1 Fp:2*  
CH2Cl2 Fp:3-6 9:1 Fp:5,  
8:2 Fp:1-4 - 7:3 Fp:1-
4 
CH2Cl2 Fp:7 – 9:1 Fp:1 
9:1  
Fp:3-4 
METOH 
Fp:1* 
 ACOET 
Fp:1-4 
METOH 
Fp:2* 
Total 6 0 4 10 
     
 
Hojas (8-9)ACOET 
 
ACOET Fp:1-5 
 
9:1 Fp:1-2 
9:1 Fp:1-4 – 8:2 Fp:1-
3 
9:1 Fp:3-4 – 6:4 Fp:1-
4 
METOH Fp:1-2 
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Total 1 1 3 5 
 
 
Tallos (2-3)ACOET 
CH2Cl2 Fp:1-4  
 
METOH Fp:1* 
8:2 Fp:2-4,  
7:3 Fp:1-4 – 6:4 Fp:1-
3 
 
 
9:1 Fp:1-4 – 8:2 Fp:1 
6:4 Fp:4 – 5:5 Fp:1-4 
6:4 Fp:1-4 –  
ACOET Fp:1-4 
  METOH Fp:2-3 
Total 2 1 4 7 
 
 
 
 
Sinflor.#1 (1*) 
ACOET 
  
 
8:2 Fp:2-4 - 7:3 
Fp:1-4 
CH2Cl2 
Fp:1-4 
9:1 
 Fp:1-4   
 
8:2 Fp:1* 6:4 Fp:1-
4 
METOH Fp:1* 
Total 0 1 5 6 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
Sinflor.#2 (1-3) 
ACOET 
 
6:4 Fp:3-4 
9:1 Fp:2-4 - 8:2 
Fp:1-4 
CH2Cl2 Fp:1-4 - 9:1 
Fp:1 
 
 
METOH Fp:1-2 
7:3 Fp:1-2 
 
6:4 Fp:3-4 – 7:3 Fp:1 
7:3 Fp:3-4 – 6:4 Fp:1-
2 
 
METOH Fp:3-4 
5:5 Fp:1-
4 
6:4 
Fp:1* 
6:4 Fp:2* 7:3 Fp:2-
4 
Total 2 3 7 12 
     
 
Hojas (1-2)METOH 
ACOET Fp:1-4 - 9:1 
Fp:1-2 
9:1 Fp:4 - 8:2 
Fp:1 
9:1 Fp:3* 
8:2 Fp:3-4 8:2 
Fp:2* 
7:3 
Fp:1-2 
6:4 Fp:3-4 - 5:5 Fp:1-
2 
6:4 Fp:1-4 - 7:3 Fp:1-2, 
METOH Fp:1-4 
7:3 Fp:3-4 - 6:4 
Fp:1 
 
5:5 Fp:3* 
 
5:5 
Fp:4-5 6:4 Fp:2* 
Total 3 5 4 12 
     
 
Tallos (2-5)METOH 
ACOET Fp:1-4,  
9:1 Fp:1-4 - 8:2 Fp:1-4 
  
6:4 Fp:1-4, METOH 
Fp:1-4 
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Total 2 0 0 2 
 
Sinflor.#1 (1-3) 
METOH 
ACOET Fp:4,  
9:1 Fp:1-4 - 8:2 Fp:1-4 
 
6:4 Fp:1-2 
ACOET Fp:1-3  
7:3 Fp:2-3 - METOH 
Fp:1-3 
6:4 Fp:3-4 - 7:3 Fp:1 
Total 2 1 2 5 
 
Sinflor.#2 (2*) 
METOH 
9:1 Fp:2* 7:3 Fp:3*  
 
ACOET Fp:1-4 – 
 9:1 Fp:1 
 
9:1 Fp:3-4 - 8:2 Fp:1  
7:3 Fp:4 - 6:4 
Fp:1 
 
8:2 Fp:2-4 7:3 Fp:1-2  
6:4 Fp:2-4 6:4 Fp:1-4  
7:3 Fp:1-4 
 
8:2 Fp:1-4 - METOH 
Fp:1-3 
 
Total 7 3 1 11 
     
TOTAL 32 22 43 97 
 
 
7.7. Cromatografía preparativa de columna con sílica gel. 
Se efectuó la técnica de cromatografía preparativa en columna para la fracción purificada de 
perfil cromatográfico 1-4 CHCl3, obtenida a partir de la fracción seleccionada de perfil 
cromatográfico de hojas (5-6 CH2Cl2) en la especie Iresine spiculigera; con un peso de 0.4454g 
para la preparación del extracto sólido nuevo, con elución por gravedad  del solvente en orden de 
polaridad con cloroformo y acetona, mediante la metodología planteada en la sección 6.10. Con 
una variación de colores de verde a blanco como indicador  visual de finalización del proceso 
observado en la Ilustración 134. 
 
a)   b)  c)  d)  
Ilustración 134: Cromatografía en columna preparativa en sílica gel de la fracción purificada de perfil 
cromatográfico 1-4CHCl3 de Iresine spiculigera: a) cloroformo inicial, b) cloroformo final, c) acetona, d) parámetro 
final.  (Fotos autor).             
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Se obtuvo un total de 16 fracciones, 11 de CHCl3 y  5 Acetona (tabla 40), con una duración de 
8 días. Con coloraciones transparentes del verde al blanco y después de la evaporación de 
solvente a temperatura ambiente, presentaron cristalización en los mismos colores.  
 
Finalmente se realizó la técnica de CCD, en dos placas de vidrio (1 c/u solventes) para el 
perfil cromatográfico. Donde se observó una coloración al UV a 254nm de azul fluorescente para 
las fracciones de cloroformo, con la excepción de la fracción 3 y 4 que presentó coloración 
naranja debajo del azul en la Ilustración 135a-b; y una coloración blanca al UV a 254nm con dos 
acentuaciones azules fluorescente al UV 366nm en la fracción 3 y 4, para las fracciones de 
acetona en la Ilustración 136c-d. Obteniendo el perfil cromatográfico de acuerdo a estas 
similitudes de coloración, con 7 fracciones para cloroformo y 1 fracción para acetona (tabla 40).  
Tabla 40: Fracciones de la cromatografía preparativa en sílica gel de Iresine spiculigera 
 
Fr. Purificada 1-4 CHCl3  a partir de la hojas (5-6 CH2Cl2) 
Solvente Fracciones totales Fracciones Pc 
   
Cloroformo 11 7 
Acetona 5 1 
 
 
 a)  b)  
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c)  d)  
 
 
De las 16 fracciones, se obtuvo 8 fracciones de la cromatografía preparativa en sílica gel de Pc 
(7 CHCl3- 1 Acetona) agrupadas así:  
 
 
 
 
 
CHCl3 1-2 3* 4* 5-8 9* 10* 11* 
Acetona 1-5 
 
Ilustración 135: Perfil cromatográfico de la fracción purificada 1-4 CHCl3 de Iresine spiculigera: a) 
cloroformo 366nm, b) cloroformo 254nm, c) acetona 366nm, d) acetona 254nm. (Fotos autor).             
 
 
 
7.8.  Evaluación del potencial citotóxico.  
7.8.1. Preparación de los inóculos de la bacteria y el hongo (con aislamiento). 
El proceso de hidratación de ambos microorganismos con la solución PBS, fue esencial en el 
momento de obtener una siembra exitosa en cajas de Petri, además de la elección de sus medios 
de cultivo tipo agar. Donde se descartó la cepa de la bacteria sembrada en agar Difco TM Nutrient 
por contaminación, observada en la Ilustración 136b. 
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Las colonias de la bacteria (Burkholderia glumae), con el trascurrir de los días, proliferaron 
exitosamente hasta las 640h en la caja de Petri con agar MacConkey, caracterizadas por tener un 
color blanco-cremoso, y estructuras en forma de bacilos empalizados a simple vista, observados 
en la Ilustración 136a.   
 
Las colonias del hongo (Pyricularia oryzae), con el trascurrir de los días, proliferaron 
exitosamente hasta las 1226h en la caja de Petri con agar Sabouraud Chloramphenicol, dos tipos: 
el primero caracterizado por tener un color blanco, de aspecto granular y aterciopelado; y otro 
caracterizado por tener un color naranja, de aspecto algodonoso. El hongo aislado fue el blanco 
con 336h de crecimiento en agar Tripticasa de soya, caracterizado por  tener un color blanco, 
aspecto aterciopelado, colonias pequeñas (Ilustración 137a-b) y agar de Difco TM Nutrient, 
caracterizado por tener color blanco, forma irregular, colonias grandes, secas. Razón por la cual 
se eligieron las colonias de Tripticasa de soya, además se tiene similitudes con el hongo 
sembrado inicialmente (27/08/14).  
 
a)           b)  
Ilustración 136: Bacteria del cultivo de arroz Burkholderia glumae: a) sembrada en Agar MacConkey trascurridas 
209h sin contaminación, b) sembrada en agar Difco TM Nutrient contaminado trascurridas 209h. (Fotos autor).     
         
a)             b)   
Ilustración 137: Hongo del cultivo de arroz Pyricularia oryzae: a) sembrada en Agar Sabouraud Chloramphenicol 
transcurridas 209h, b) aislado del hongo a) y sembrado en agar Tripticasa de Soya trascurridas 236h. (Fotos autor).             
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7.8.2. Análisis características físicas. 
7.8.2.1. Tinción de Gram. 
Después de ejecutar el proceso de la Tinción Gram para la bacteria, se determinó que era 
Gram negativa porque: la mezcla de alcohol/acetona (solvente lipídico), disolvió la membrana 
exterior de la pared de la célula; y la delgada capa de peptidoglicano es incapaz de retener el 
complejo cristal violeta-yodo, decolorando la célula; lo que finalmente causa la safranina por ser 
la coloración de contraste es revelar las células de color rojiza (Ilustración 138b) [Santambrosio et 
al., 2009].  
 
Se observó mediante el microscopio óptico a 100X (Ilustración 139a): es una bacteria con 
bacilos Gram negativos; específicamente una proteobacteria Gram-negativas, con pared celular 
formada principalmente de lipopolisacáridos, que se caracteriza porque: su morfología es muy 
variable desde bacilos, cocos, prostecas hasta otras formas; se mueven utilizando flagelos ó por 
deslizamiento bacterial; presentan gran variedad de tipos de metabolismo, en su mayoría son 
anaerobias, con grandes excepciones; su nutrición es generalmente heterótrofa, pero las 
denominadas bacterias púrpuras realizan fotosíntesis [47].   
 
 
7.8.2.2. Azul de lactofenol. 
Después de ejecutar el proceso de la Tinción con azul de lactofenol para ambos tipos de 
hongos (Ilustración 138(a, c)). El fenol en este colorante inactiva las enzimas líticas de la célula e 
impide que ésta se rompa, destruye la flora acompañante e inactiva a la célula, quitándole el 
grado de patogenicidad, y actúa como mordiente cuando se usa en combinación con colorantes; 
y, el ácido láctico preserva las estructuras fúngicas al provocar un cambio de gradiente osmótico 
con relación al interior fúngico, generando una película protectora [Farrant, 1954; Ohi, 2004]  
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Se observó en microscopio óptico a 100x (Ilustración 139b-c) que: el hongo blanco de 
apariencia aterciopelada, es un hongo filamentoso, con macronidias en su estructura, 
conidióforos simples, tabicados y color pardo, que nacen solitarios o en grupos de tres y en sus 
extremos llevan conidias [Pantoja et al., 1997], su conidio es en forma de apresorios en el 
extremo del tubo germinativo, y varían en forma y tamaño, con paredes delgadas generalmente 
con un diámetro entre 5 y 15µm, globosos, ovoides u oblongo [González, 2000]; y el hongo 
color naranja de apariencia algodonosa, tiene hifas septadas  
 
 
 
Ilustración 138: Tinciones: a) Azul de lactofenol hongo naranja, b) Tinción de 
Gram bacteria Burkholderia glumae, c) azul de lactofenol hongo Pyricularia 
oryzae. (Fotos autor).             
 
a)      b)     c)  
Ilustración 139: Observación al microscopio óptico 100X: a) bacteria  Burkholderia glumae Tinción de Gram, b) 
hongo naranja en Azul de lactofenol, c) hongo Pyricularia oryzae en azul de lactofenol. (Fotos autor).             
 
 
7.8.3. Determinación de la actividad antibacteriana y antimicótica de las FF de Iresine 
spiculigera. 
7.8.3.1. Análisis de concentración inhibitoria mínima (CIM). 
Para este análisis se utilizaron cuatro microplacas de 96 pozos (Microplaca A, Microplaca B, 
Microplaca C, Y Microplaca D); y 132 fracciones finales de Iresine spiculigera (tabla 41); 
representadas en la Ilustración 140 a-b.    
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Tabla 41: Relación de las 132 fracciones finales de Iresine spiculigera. 
 
a)   b)  
Ilustración 140: 132 FF de I. spiculigera: a) 78 fracciones de hojas y tallos con ETT, b) 54 fracciones de 
sinflorescencias #1, sinflorescencias #2, sinflorescencias ETT. (Fotos autor).             
 
7.8.3.1.1. CIM para la bacteria Burkholderia glumae. 
La concentración inhibitoria mínima para la bacteria se utilizaron dos microplacas de 96 
pozos: una Microplaca A (Ilustración 141a), con 78 fracciones finales; y la Microplaca B 
(Ilustración 142a), con las 54 fracciones finales (tabla 39); cada microplaca se cultivó con la 
bacteria Burkholderia glumae (24/09/2014) en turbiedad tubo #5 de McFarland en agar 
MacConkey; y se realizaron 3 observaciones (tabla 40): 
 
7.8.3.1.1.1. Microplaca  A. 
 (1 observación) a las 30h, el 64,10% presentó crecimiento abundante (50 fracciones finales); el 
30,77%, crecimiento moderado (24 fracciones finales); el 5,13%, crecimiento escaso (4 fracciones 
finales); en la Ilustración 141b. (2 observación) a las 52h, el 16,66%, crecimiento abundante (13 
fracciones finales); el 35,90%, crecimiento moderado (28 fracciones finales); el 12,82%, 
crecimiento escaso (10 fracciones finales); el 34,62%, CIM positiva (27 fracciones finales); en la 
132 Fracciones finales  
 Fracciones ETT Fracciones de Pc Total (FF) 
Hojas 3 54 57 
Tallos  3 18 21 
Total 6 24 78 Microplaca A y C 
Sinflorescencias 3 Sinflor. #1 27  
Sinflor. #2 24 
Total 3 51 54  Microplaca B y D 
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Ilustración 141c. (3 observación) a las 117h, el crecimiento abundante y moderado permanece 
igual a la 2 observación; pero el crecimiento escaso disminuyó al 5,13%  (4 fracciones finales); y 
aumenta la CIM al 42,31%  (33 fracciones finales); en la Ilustración 141d.  
 
a)        b)  
c)          d)  
Ilustración 141: CIM para la bacteria (Burkholderia glumae) con las 78 FF de I. spiculigera de hojas y tallos: a) 
Microplaca A, b) 1 observación (25/09/14), c) 2 observación (26/09/14), d) 3 observación (29/09/14). (Fotos autor).             
 
 
7.8.3.1.1.2. Microplaca  B. 
 (1 observación) a las 30h, el 46,30% presentó crecimiento abundante (25 fracciones finales); el 
37,04%, crecimiento moderado (20 fracciones finales); el 5,55%, crecimiento escaso (3  fracciones 
finales); el 11,11%, CIM positiva (6 fracciones finales); en la Ilustración 142b. (2 observación)  a 
las 52h, el 37,04%, crecimiento abundante (20 fracciones finales); el 33,33%, crecimiento 
moderado (18 fracciones finales); el 18,52%, crecimiento escaso (10 fracciones finales); la CIM 
positiva con el mismo porcentaje de la 1 observación; en la  Ilustración 142c. (3 observación) a 
las 117h, el crecimiento abundante permanece igual a la 2 observación; pero el crecimiento 
moderado y crecimiento escaso disminuyeron al 25,93%  (14 fracciones finales) y 3,70%  (2 
fracciones finales) respectivamente;  y con CIM positivo aumenta al 33,33% (18 fracciones finales); 
en la Ilustración 142d.  
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a)     b)  
 c)    d)  
Ilustración 142: CIM para la bacteria (Burkholderia glumae) con las 54 FF de I. spiculigera: sinflorescencias (#1, 
#2, EET): a) Microplaca B, b) 1 observación (25/09/14), c) 2 observación (26/09/14), d) 3 observación (29/09/14). 
(Fotos autor).               
 
 
7.8.3.1.2. CIM para el hongo Pyricularia oryzae. 
La concentración inhibitoria mínima para el hongo se utilizaron dos microplacas de 96 pozos: 
una Microplaca C (Ilustración 143a), con 78 fracciones finales, y la Microplaca D (Ilustración 
144a), con 54 fracciones finales (tabla 40); cada microplaca se cultivó con la bacteria 
Burkholderia glumae (24/09/2014) en turbiedad tubo #5 de McFarland en agar Tripticasa de 
soya (Ilustración 153a); y se realizaron 4 observaciones: 
 
7.8.3.1.2.1. Microplaca  C. 
(1 observación) a las 87h, el 15,38% presentó crecimiento abundante (12 fracciones finales); el  
44,87%, crecimiento moderado (35 fracciones finales); el 39,75%, crecimiento escaso (31 
fracciones finales); en la Ilustración 143b. (2 observación) a las 105h, el 8,97% crecimiento 
abundante (7 fracciones finales); el 55,13%, crecimiento moderado (43 fracciones finales); el 
35,90%, crecimiento escaso (28 fracciones finales); en la Ilustración 143c. (3 observación) a las 
153h, el crecimiento abundante aumentó considerablemente al 50% (39 fracciones finales); por el 
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crecimiento moderado disminuyó al 41,03% (32 fracciones finales); y porque el crecimiento 
escaso disminuyó cuantiosamente al 8,97% (7 fracciones finales); en la Ilustración 143d. (4 
observación) a las 218h, el agar disminuyó menos del 50%, en el 47,44% de la microplaca (37 
fracciones finales), correspondientes a la mayoría de fracciones finales con crecimiento abundante 
y parte del crecimiento moderado en la 3 observación; el 24,36%, crecimiento abundante (19 
fracciones finales); y el 28,21%, crecimiento moderado (22 fracciones finales) porque le crecimiento 
escaso paso a moderado; en la Ilustración 144e. 
. 
a)      b)  
c)    d)   e)  
Ilustración 143: CIM para el hongo (Pyricularia oryzae) con las con las 78 FF de I. spiculigera de hojas y tallos: a) 
Microplaca C, b) 1 observación (4/11/14), c) 2 observación (5/11/14), d) 3 observación (7/11/14), d)  4 observación 
(10/11/14).  (Fotos autor).             
 
 
7.8.3.1.2.2. Microplaca  D. 
(1 observación) a las 87h, el 42,59%, presentó crecimiento abundante (23 fracciones finales) y 
moderado (23 fracciones finales); y el 14,81%, crecimiento escaso (8 fracciones finales); en la 
Ilustración 144b. (2 observación) a las 105h, el 46,30%, crecimiento abundante (23 fracciones 
finales); el 40,74% crecimiento moderado (22 fracciones finales); el 12,96% crecimiento escaso (7 
fracciones finales); en la Ilustración 144c. (3 observación) a las 153h, el agar disminuyó a menos 
del 50% encontradas en 7 fracciones finales correspondiente al 11,11%;  el crecimiento abundante 
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aumenta al 59,26% (32 fracciones finales); el crecimiento moderado y escaso disminuyeron al 
27,78% (15 fracciones finales), y el 1,85% (1 fracción final) respectivamente; en la Ilustración 
144d. (4 observación) a las 218h, el agar disminuyó a menos del 50%, en el 68,52% de la 
microplaca (37 fracciones finales), correspondientes a la mayoría de fracciones finales con 
crecimiento abundante y parte del crecimiento moderado en la 3 observación; el 18,52% con 
crecimiento abundante (10 fracciones finales); el 9,26% de crecimiento moderado (5 fracciones 
finales); y el 3,70%, crecimiento escaso (2 fracciones finales); en la Ilustración 143e. 
 
a)     b)  
c)    d)  e)  
Ilustración 144: CIM para el hongo (Pyricularia oryzae) con las 54 FF de I. spiculigera de sinflorescencias (#1, #2, 
EET): a) Microplaca D, b) 1 observación (4/11/14), c) 2 observación (5/11/14), d) 3 observación (7/11/14), d)  4 
observación (10/11/14). (Fotos autor).             
 
 
7.8.3.2. CIM mediante lectura en espectrofotómetro a 600nm. 
El análisis de actividad antibacteriana con la bacteria Burkholderia glumae, se realizó sólo 
para las 51 fracciones finales totales de Microplaca A y Microplaca B con CIM positivo; 
trascurridas 117h después de su cultivo. Después se ejecutó la lectura de la absorbancia en el 
espectrofotómetro a 600nm, para confirmar la observación, disminuyendo el CIM positiva a 47 
fracciones finales confirmadas. La CIM está relacionada en la tabla 42, en la Ilustración 145.  
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Porque el análisis de la actividad antimicótica, para las fracciones finales tuvieron un CIM 
negativo del 100%, con el hongo Pyricularia oryzae; transcurridas 218h después del cultivo. Con 
0 fracciones finales en Microplaca C y D. Por el contrario sucedió un crecimiento del hongo por 
efecto de las fracciones finales, a tal punto de consumir el agar hasta más del 50% en 37 
fracciones finales en ambas microplacas.      
 
 
 
Tabla 42: Relación del análisis de CIM de la actividad antibacteriana (Microplaca A y B) de las 132 FF 
de Iresine spiculigera. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
132 Fracciones finales – actividad antibacteriana  
Después de las 117h- observación  
 Fracciones finales  CIM Positivo CIM Negativo 
Microplaca A 78 59,09% 33 42,31% 45 57,69% 
Microplaca B  54 40,91% 18 33,33% 36 66,67% 
 Después de la lectura de la absorbancia a 600nm 
CIM Fracciones finales CIM Positivo CIM Negativo 
Microplaca A 33 100% 29 87,88% 4 12,12% 
Microplaca B  18 100% 18 100% 0 0% 
 
132 Fracciones finales – actividad antibacteriana 
Después de las 117h- observación 
CIM Fracciones finales  Microplaca A Microplaca B 
Positivo 51 38,64% 33 64,71% 18 35,29% 
Negativo 81 61,36% 45 55,56% 36 44,44% 
Después de la lectura de la absorbancia a 600nm 
CIM Fracciones finales Microplaca A Microplaca B 
Positivo 47 92,16% 29 61,70% 18 38,30% 
Negativo 4 7,84%  
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Ilustración 145: Relación de los resultados de CIM para la actividad antibacteriana (bacteria Burkholderia glumae) 
de las 132 fracciones finales de Iresine spiculigera. (Fotos autor).             
 
Finalmente con las 47 fracciones finales confirmadas con CIM positiva (tabla 43), después de 
la lectura por espectrofotómetro a una absorbancia de 600nm, por ciclos para un total de nueve 
(Ilustración 146a-i, en intervalos de tiempo de 20min hasta 80min, se realizó el análisis Anova 
Multifactorial con Interacción de dos factores, con porcentaje de inhibición (% I).  
 
 
Tabla 43: Relación de las 47 fracciones finales confirmadas de Iresine spiculigera con CIM positivo 
después de la lectura de la absorbancia a 600nm  
132
51
81
47
4
78
33
45
29
4
54
18
36
18
0
FF- Iresine
spiculigera
FF-CIM positiva
117H
FF-CIM negativa
117H
FF-CIM positiva
600nm
FF-CIM negativa
600nm
TOTAL MICROPLACA A MICROPLACA B
47 Fracciones finales confirmadas – CIM positivo confirmadas 
 Fracciones EET Fracciones de Pc Total FF  
Hojas 2 15  
Tallos  3 9 
Total 5 24 29 
Sinflorescencias 3 Sinflorescencias #1 10  
Sinflorescencias #2 5 
Total 3 15 18 
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En los resultados de la Ilustración 146a-i, se observó un porcentaje de inhibición para la CIM 
a partir de los 40min a excepción de la EII y DVII, porque los primeros 20min el porcentaje de 
inhibición de en la mayoría de fracciones finales es superior al control, además el control parte 
de 0.  Se describe su comportamiento a continuación:  
 
La Ilustración 146 (a) ciclo 1: el porcentaje de inhibición (% I), para las fracciones finales: 
FF: 1*CH2Cl2 H 1000µg/1ml (A1), FF: 1* CH2Cl2 H 500 µg /1ml (B1), FF: 2* CH2Cl2 H 250 
µg/1ml (F1), FF: 3* CH2Cl2 H 500µg/1ml (H1). Con una oscilación de entre -0,80% (A1 y F1) 
hasta el 32,33% (B1). A los 20min dos fracciones finales con 0,80% (B1) y 1,61% (H1). La 
fracción final con mayor porcentaje de inhibición desde los 40min a 80 min fue la B1 con 
20,69%, 24,53%, y 32,33%; y la menor fue la H1, con 4,60%, 9,02% y 20,83%I; la fracción final 
F1 y A1, presentaron a los 40 min 13,30% y 17,90%, a los 60min 16,14% y 23,10%, y a los 80 
min 30,33% y 26,44%.  
 
La Ilustración 146 (b) ciclo 2: el porcentaje de inhibición (%), para las fracciones finales: FF: 
3* CH2Cl2 H 250µg/1ml (A2), FF: 4* CH2Cl2 H 1000µg/1m (B2), FF: 4* CH2Cl2 H 500µg/1ml 
(C2), FF: 7-12 CH2Cl2 H 500µg/1ml (A3), FF: 24-25 CH2Cl2 H 250µg/1ml (H3). Con una 
oscilación entre -8,97% (C2) hasta el 21,35% (H3). A los 20min ninguno presentó porcentaje de 
inhibición positivo. La fracción final con mayor porcentaje de inhibición desde los 40min a 80 
min fue H3 con 17,73%, 19,71%, y 21,35%, seguida de A2 de 13,30-18,90%  y G2 de 8,97-
19,20%; y la de menor porcentaje de inhibición fue la fracción final B2, con 2,96%, 7,63% y 
9,98%; seguida de la A3 de 4,27-11,48% y C2 de 4,43-11,83%. 
 
La Ilustración 146 (c) ciclo 3: el porcentaje de inhibición (%), para las fracciones finales: FF: 
32-35 CH2Cl2 H 250µg/1ml (F4), FF: 3* ACOET H 250µg/1ml (A5), FF: 1-2 METOH H 
250µg/1ml (H7), FF: 9-11 METOH H 250µg/1ml (F8), FF: Extracto ETOH Hojas 500ɥg/1ml 
(H8), FF: Extracto ETOH Hojas 250ɥg/1ml (A9). Con oscilación entre -7,30 %I (F8) hasta el 
21,57% (F4). A los 20 min solo una fracción final presentó porcentaje de inhibición de 0,75% 
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(H8). La fracción final con mayor porcentaje de inhibición a los 40min fue F8 con 16,14%, 
desde los 60min hasta los 80min fue F4 con 18,59% y 21,57%; y con el menor porcentaje de 
inhibición para los tres intervalos de tiempo anteriores fue la A5 con 8,50%, 8,30% y 12,75%. La 
F8 de los 40min-60min presentó una disminución a 11,96% en el porcentaje de inhibición; H8, 
A9 y H7, presentaron a los 40 min 9,51%, 12,10% y 15,56%, a los 60min 10,66%, 12,82% y 
16,14%, y a los 80 min 18,18%, 13,16% y 17,91%.  
 
La Ilustración 146 (d) ciclo 4: el porcentaje de inhibición (% I), para las fracciones finales: 
FF: 4-5 ACOET T 500µg/1ml (A10), FF: 1* METOH  T 500µg/1ml (D10), FF: 1* METOH  T 
250µg/1ml (E10), FF: 2-5 METOH  T 1000µg/1ml (F10). Con oscilación entre -4,55% (E10) 
hasta el 28,07% (F10). A los 20 min ninguna fracción final presentó porcentaje de inhibición 
positivo. La fracción final con mayor porcentaje de inhibición a los 40min fue E10 con 23,52% y 
F10 con 22,89%; y la menor fue A10 y D10 con 18,24% y 18,11%. La fracción final con mayor 
porcentaje de inhibición desde los 60min a 80min fue F10 con 25,91% y 28,07%, E10 con 
22,98% y 24,09%; y con el menor porcentaje de inhibición fueron A10 con 20,16% y 23,54%, y  
D10 con 23,59% y 24,31%. 
 
La Ilustración 146 (e) ciclo 5: el porcentaje de inhibición (% I), para las fracciones finales: 
FF: 2-5 METOH T 500µg/1ml (G10), FF: 2-5 METOH  T 250µg/1ml (H10), FF: 6-11 METOH 
T 1000µg/1m (A11), FF: 6-11 METOH  T 500µg/1ml (B11), FF: 6-11 METOH  T 250µg/1ml 
(C11), Extracto ETOH Tallos 1000µg/1ml (D11). Con oscilación entre -3,34% D11 hasta el 
30,02% (C11). A los 20 min ninguna presentó porcentaje de inhibición positivo. La fracción 
final con mayor porcentaje de inhibición a los 40min fue G10 con 22,89%, desde los 60min a 
80min fue C11 con 25,03% y 30,02%; y con el menor porcentaje de inhibición para los tres 
intervalos de tiempo anteriores fue la D11 con 13,21%, 15,98% y 23,29%. La G10 presentó de 
los 40min-60min una disminución a 22,79% en el porcentaje de inhibición; H10, B11 y A11, 
presentaron a los 40 min 21,18%, 19,70% y 18,91%, a los 60min 22,79% (H10=G10), 21,01% y 
22,68%, y a los 80 min 27,12%, 26,40% y 25,26%. 
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La Ilustración 146 (f) ciclo 6: el porcentaje de inhibición (% I), para las fracciones finales: 
FF: 1* CH2Cl2 S1 1000µg/1ml (AI), FF: 1* CH2Cl2  S1 500µg/1ml (BI), FF: 2-5 CH2Cl2  S1 500 
µg/1ml (EI), FF: 6-14 CH2Cl2  S1 1000µg/1ml (GI),  FF: 6-14 CH2Cl2  S1 500µg/1ml (HI), FF: 
6-14 CH2Cl2  S1 250µg/1ml (AII). Con una oscilación entre -0,58% (GI) hasta el 32,01% (AI). A 
los 20min dos fracciones presentaron porcentaje de inhibición positivo la (BI) con 0,80% y HI 
con 1,16%. La fracción con mayor porcentaje de inhibición desde los 40min hasta los 80 min fue 
AI con 23,33%, 25,06%, y 32,01%, y la de menor porcentaje de inhibición fue la fracción final 
GI con 2,77%, 7,67% y 19,61%. De los 40 min a los 80 min BI y AII con 18,71%, 17,21%; 
(40min), 18,85%, 18,74% (60min); 26,02% y 26,32% (80min); oscilaron muy similares a la EI y 
HI; con porcentajes de inhibición de 14,32%, 14,20%; 15,91%, 19,53%; 27,44% y 29,88% 
respectivamente.   
 
La Ilustración 146 (g) ciclo 7: el porcentaje de inhibición (% I), para las fracciones finales: 
FF: 2-3 ACOET S1 1000µg/1ml (EII), FF: 4* ACOET  S1 1000µg/1ml (HII), FF: 1-3 METOH 
S1 1000µg/1ml (GIII), FF: 1-3 METOH S1 500µg/1ml (HIII), FF: Extracto ETOH 
Sinflorescencias 1000µg/1ml (FV), FF: Extracto ETOH Sinflorescencias 500µg/1ml (GV). Con 
oscilación entre -7,20% (E II) hasta el 28,21% (HIII). A los 20min ninguno presentó porcentaje 
de inhibición positivo. La fracción con mayor porcentaje de inhibición desde los 40min hasta los 
80 min fue HIII con 20,93%, 27,30%, y 28,21%; y la de menor porcentaje de inhibición fue la 
fracción final EII con -4,86%, 9,82% hasta los 60min y para los 80min la menor fue HII con  
17,39%. GIII y GV oscilaron de los 40 min a 80 min de manera muy similar con porcentajes de 
inhibición de 19,23%, 26,48%, 26,49%; y 17,19%, 24,54%, 25,48%; la HII y FV tienen un 
aumento similar en el porcentaje de inhibición de los 60min a 80min de 15,13%, 17,39%; y 
19,43%, 20,22%. A los 40min son diferentes HII con 3,83% y  FV con 10,41%.  
 
La Ilustración 146 (h) ciclo 8: el porcentaje de inhibición (% I), para las fracciones finales: 
FF: 5-8 CH2Cl2  S2 1000µg/1m (DVIII), FF: Extracto ETOH  Tallos 250µg/1ml (F11), FF: 2* 
METOH S2 1000 µg/1ml (HIX). Con una oscilación entre -1,70 % (DVIII) hasta el 31,15% 
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(HIX). A los 20min las tres fracciones finales presentaron porcentaje de inhibición positivo, HIX 
con 3,29%, F11 con 1,36% y DVIII con 0,45%. La fracción con mayor porcentaje de inhibición 
desde los 40min a 80 min fue HIX con 23,42%, 25,35%, y 31,15%; y la de menor porcentaje de 
inhibición fue la fracción final DVIII con -1,70%, 10,77% y 24,50%. F11 presentó un porcentaje 
de inhibición intermedio con respecto a las dos anteriores de 21,27% (40min), 21,98% (60min) y 
31,05% (80min).  
 
La Ilustración 146 (i) ciclo 9: el porcentaje de inhibición (% I), para las fracciones finales: 
FF: Extracto ETOH  Tallos 500µg/1ml (E11), FF: 7-12 CH2Cl2  H 1000µg/1ml (H2), FF: 
Extracto ETOH  sinflorescencias 250µg/1ml (HV), FF: 2* METOH  S2 500µg/1ml (AX),  FF: 4-
5 METOH S2 1000µg/1ml (AXII), FF: 4-5 METOH  S2 500µg/1ml (BXII). Con una oscilación 
entre -4,54 % (AXII) hasta el 31,51% (AX). A los 20min dos fracciones presentaron porcentaje 
de inhibición positivo la AX con 2,37% y E11 con 2,27%. La fracción final con menor 
porcentaje de inhibición de los 40min a 80 min fue la H2 con -3,80%, 4,30% y 14,64%.  AX, 
E11, AXII, HV, BXII oscilan de manera similar a los 40min entre 22,69% -16,94%; a los 60min 
entre 25,67%-18,18%, donde HV=AXII con 21,18%; a los 80 min AX, E11, HV, AXII, BXII 
con 31,51%, 26,69%, 26,60%, 26,41% y 24,75%.  
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Ilustración 146: Porcentaje de inhibición (%I) de las 47 fracciones finales confirmadas de Iresine spiculigera con 
CIM positiva en la actividad antibacteriana , mediante Anova Multifactorial con Interacción de dos factores: a) ciclo 
1, b) ciclo 2, c) ciclo 3, d) ciclo 4, e) ciclo 5, f) ciclo 6, g) ciclo 7, h) ciclo 8, i) ciclo 9. (Fotos autor).             
 
Después de determinar mediante la caracterización inicial y final  de  metabolitos secundarios 
en los extractos de hojas, tallos y sinflorescencias de  la especie Iresine spiculigera con una 
presencia abundante de saponinas entre 37,5% - 78,26%, taninos entre el 30% - 60%; 
flavonoides entre el 10% -26,09%. Razón por la cual la CMI positiva en la actividad 
antibacteriana se debe a las propiedades antimicrobianas de los flavonoides, taninos y saponinas 
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según Villacís (2009). Según Domingo y López (2003), la actividad de los flavonoides frente a 
los microorganismos probablemente se debe a que forman complejos con las proteínas solubles y 
extracelulares y con las células de la pared bacteriana; según Villacís (2009) la actividad 
biológica de los taninos se debe a que actúan como inhibidores enzimáticos además de privar a 
los microorganismos de medio apropiado para que pueda desarrollarse; según Gómez (2010) su 
actividad biológica de las saponinas se debe a que las saponinas se unen al colesterol y otros 
esteroles de la membrana celular causando su inestabilidad, lisis y muerte celular. 
 
 
7.8.4. Determinación de la actividad citotóxica de las fracciones finales de Iresine 
spiculigera. 
Se elaboraron dos microplacas con las células vero (10.000 x pozo), 47 fracciones finales 
confirmadas (tabal 40) con CIM positiva después de la lectura de absorbancia a 600nm, y DMSO 
como control. Transcurridas las 22h (20h de cultivo + 2h con resarzurin) se llevaron a  incubadora a 
37°C con 5% de CO2, siguiendo el procedimiento de la sección 6.11.4. Posteriormente se 
analizaron los datos de lectura del ∆ Delta (promedio) de las absorbancias de 570nm y 603nm 
proporcionadas por LECTOR MICROELISA EPOCH, mediante una Anova simple; y se 
encontró que el porcentaje de viabilidad era superior al 50% para las 47 fracciones finales 
confirmadas. 
 
Donde la Ilustración 147 nos expresó que el % de viabilidad de Delta para las 29 fracciones 
finales confirmadas (tabla 42), osciló entre el promedio de 89,68% de la FF: 24-25 CH2Cl2 H 
250µg/1ml (H3) hasta 113,45% de la FF: 6-11 METOH  T 1000µg/1m (A11); el % de viabilidad 
de Delta con mayores promedios fueron la A11 y A1 FF: 1*CH2Cl2 H 1000µg/1ml con 113,19%; 
y con menores promedios fueron la H3 y F4 FF: 32-35 CH2Cl2 H 250µg/1ml con 89,70%.  
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Donde la Ilustración 148 nos expresó que el % de viabilidad de Delta para las 18 fracciones 
finales confirmadas (Tabla 42), osciló entre el promedio de 89,93% de la FF: 5-8 CH2Cl2 S2 
1000µg/1m (DVIII), hasta el 120,47% de la FF: 4* ACOET S1 1000µg/1ml (HII); el % de 
viabilidad de Delta mayores promedios fueron la HII y AI FF: 1* CH2Cl2 S1 1000µg/1ml con 
117,58%, y con menores promedios fueron la DVIII y HV FF: Extracto ETOH  sinflorescencias 
250µg/1ml (), con 91,91%.  
 
Ilustración 147: Análisis Anova simple para evaluación de citotoxicidad, con el porcentaje de inhibición (%I), de 
las 29 fracciones finales confirmadas de hojas y de la especie Iresine spiculigera.. 
 
Ilustración 148: Análisis Anova simple para evaluación de citotoxicidad, con el porcentaje de inhibición (%I), de 
las 18 fracciones finales  confirmadas de Sinflorescencias #1 y Sinflorescencias #2 de la especie Iresine Spiculigera. 
(Fotos autor).             
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 CONCLUSIONES 8.
 
 
 La caracterización inicial de metabolitos secundarios en el ETT de hojas, tallos y 
sinflorescencias de Iresine spiculigera, demostró resultado positivo de alcaloides por  
nivel de turbidez, solubles en cloroformo, insolubles en cloroformo, fenólicos, de amonio 
cuaternarios con los reactivos de Valser, Mayer, Dragendorff, Warner; con una presencia 
abundante en sinflorescencias 54,17% y hojas con 41,67%; por el contrario tallos 
presentó una presencia moderada del 25% de los alcaloides anteriores, exceptuando los 
alcaloides fenólicos que presentaron ausencia total.       
 
 
 En la caracterización inicial de metabolitos en el ETT de Iresine spiculigera, se 
comprobó la presencia abundante en sinflorescencias y hojas, y presencia moderada en 
tallos; para triterpenos, esteroides, flavonoides y taninos. 
 
 
 En la caracterización inicial de metabolitos en el ETT de hojas, tallos y sinflorescencias 
de Iresine spiculigera, se demostró resultado positivo con presencia modera y escasa para 
saponinas, leucoantocinidinas y lactonas terpénicas. 
 
 
 En la caracterización inicial de metabolitos en el ETT de hojas, tallos y sinflorescencias 
de Iresine spiculigera, se indicó resultado negativo de naftoquinonas, antraquinonas, 
cumarinas, cardenólidos, lactonas insaturadas y glicósidos cardiotónicos.  
  
169 
 
 En la caracterización inicial de los metabolitos secundarios analizados en el ETT de 
Iresine spiculigera, presentaron mayor abundancia en hojas, seguido por sinflorescencias 
y una presencia moderada a escasa de tallos. 
 
 
 En la caracterización final de las fracciones de perfil cromatográfico de  hojas, tallos, 
sinflorescencias #1 y sinflorescencias #2 de Iresine spiculigera por la técnica de CCD; se 
determinó presencia abundante de terpenos entre 47,83% - 87,5%, de saponinas entre 
37,5% - 78,26% de taninos entre 30% - 60%, flavonoides entre 0% - 26,9% y alcaloides 
solo en las fracciones con elusión ascendente en diclorometano entre 10% - 13,04%; y 
ausencia total de glucósidos cardiotónicos.  
 
 
 En la caracterización final de metabolitos secundarios, se determinó presencia 
significativa en fracciones de Pc de Iresine spiculigera, del 78,26% en hojas para 
saponinas, 87,5% en tallos para terpenos; 60% en sinflorescencias #2 para taninos y 
saponinas, y 50% para terpenos; 60% en sinflorescencias #1 para terpenos. 
 
 
 De las 13 fracciones de Pc seleccionadas Iresine spiculigera para purificar en 
cromatografía en columna líquida, se determinó las obtenidas en el solvente inicial de 
diclorometano y metanol con 100% de presencia abundante para terpenos y  las obtenidas 
en diclorometano y acetato de etilo con 100% en saponinas. 
 
 De las 132 fracciones finales de Iresine spiculigera se estableció mediante observación, 
el 34,64% que corresponden a 51 fracciones finales que presentaron CIM positiva en la 
actividad antibacteriana con la bacteria Burkholderia glumae  y 100% CIM negativo en la 
actividad antimicótica con el hongo Pyricularia oryzae. 
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 Después de la confirmación en el espectrofotómetro GENESYS 5, a una absorbancia de   
600nm; se estableció que de las 51 fracciones finales, el 92,16% presentaron CIM 
positiva (47 fracciones finales) y 7,84% (4 fracciones finales) presentaron  CIM negativo 
para la actividad antibacteriana con la bacteria Pyricularia oryzae. 
 
 
 El análisis de Anova multifactorial con interacción de dos factores nos expresó que el 
porcentaje de inhibición para las 47 fracciones finales confirmadas con CIM positiva en 
la actividad antibacteriana en intervalos de tiempo de 20min a 80 min, osciló entre -
8,97% C2 FF: 4* CH2Cl2 H 500µg/1ml  (20min) - 32,33% B1 FF: 1* CH2Cl2 H 500 µg 
/1ml  (80min). 
 
 
 El análisis de Anova simple nos expresó que el porcentaje de viabilidad de Delta (∆) para 
la evaluación de citotoxicidad fue superior al 89,68%. 
 
 
 En general la especie Iresine spiculigera tiene utilidad como bactericida natural de origen 
vegetal que inhibe el crecimiento de bacterias por su contenido de saponinas, terpenos, 
taninos, y flavonoides. Dentro de la farmacología los metabolitos secundarios 
encontrados  sirven para actividad antitumoral,  antiinflamatoria, antiespasmódica, 
antimicrobiano, antioxidante,  fuentes de hormonas y antisépticos.  
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 RECOMENDACIONES. 9.
 
 
 Caracterizar los metabolitos secundarios mediante la técnica de cromatografía líquida 
de alta resolución HPLC, para las 32 fracciones purificadas después del perfil 
cromatográfico de la especie Iresine spiculigera. 
 
 Caracterizar los metabolitos secundarios mediante la técnica de cromatografía de 
líquidos de alta resolución, para las 8 fracciones asiladas después del perfil 
cromatográfico obtenidas de la fracción purificada 1-4 CHCl3 de la especie Iresine 
spiculigera. 
 
 
 Evaluar la actividad fúngica y antimicrobiana de la especie Iresine spiculigera con 
otras cepas.  
 
 Realizar técnicas farmacológicas en tejidos, cultivos, test hipocrático y test de Irwing. 
 
 
 Por su alto contenido de metabolitos vale la pena realizar una investigación más 
detallada del componente químico más alto, mediante la técnica de HPLC, 
cromatografía acoplada de gases y cromatografía acoplada a masas.  
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  ANEXOS 11.
 
Anexo I: Cuadros guías para evaluación de actividad antimicrobiana (bacteria: Burkholderia glumae) con las fracciones finales de 
Iresine Spiculigera mediante el análisis de CIM. 
 Hojas- Tallos 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A FF: 1* 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 3* 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 26-31 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 3* 
ACOET  H 
250µg/1ml 
 
Control 
 
Bacteria 
 
FF: 3-8 
METOH  H 
1000µg/1ml 
Extracto 
ETOH  H 
250µg/1ml 
FF: 4-5 
ACOET  T 
500µg/1ml 
FF: 6-11 
METOH  T 
1000µg/1m 
 
B FF: 1* 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 4* 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2 H 
250µg/1ml 
FF: 26-31 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
 
Control 
 
Bacteria 
 
FF: 3-8 
METOH  H 
500µg/1ml 
FF: 1-2 
CH2Cl2 T 
1000µg/1ml 
FF: 4-5 
ACOET  T 
250µg/1m 
FF: 6-11 
METOH  T 
500µg/1ml 
 
C FF: 1* 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 4* 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 14-23 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 26-31 
CH2Cl2 H 
250µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  H 
500µg/1ml 
 
Control 
 
Bacteria 
 
FF: 3-8 
METOH  H 
250µg/1ml 
FF: 1-2 
CH2Cl2T 
500µg/1ml 
FF: 1* 
METOH  T 
1000µg/1ml 
FF: 6-11 
METOH  T 
250µg/1ml 
 
D FF: 2* 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 4* 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 14-23 
CH2Cl2 H 
500µg/1ml 
FF: 32-35 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  H 
250µg/1ml 
 
Control 
 
Bacteria 
FF: 9-11 
METOH  H 
1000µg/1ml 
FF: 1-2 
CH2Cl2 T 
250µg/1ml 
FF: 1* 
METOH  T 
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH  T 
1000µg/1ml 
 
E FF: 2* 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 5-6 
CH2Cl2 H 
1000µg/1ml 
FF: 14-23 
CH2Cl2 H 
250µg/1ml 
FF: 32-35 
CH2Cl2 H 
500µg/1ml 
FF: 5-7 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
FF: 8-9 
ACOET  H 
500µg/1ml 
FF: 10-14 
ACOET  H 
250µg/1ml 
FF: 9-11 
METOH  H 
500µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET  T 
1000µg/1ml 
FF: 1* 
METOH  T 
250µg/1ml 
Extracto 
ETOH  T 
500µg/1ml 
 
F FF: 2* 
CH2Cl2 H 
250µg/1ml 
FF: 5-6 
CH2Cl2 H 
500µg/1ml 
FF: 24-25 
CH2Cl2 H 
1000µg/1ml 
FF: 32-35 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 5-7 
ACOET  H 
500µg/1ml 
FF: 8-9 
ACOET  H 
250µg/1ml 
FF: 1-2 
METOH  H 
1000µg/1ml 
FF: 9-11 
METOH  H 
250µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET  T 
500µg/1ml 
FF: 2-5 
METOH  T 
1000µg/1ml 
Extracto 
ETOH  T 
250µg/1ml 
 
G FF: 3* 
CH2Cl2 H 
1000µg/1ml 
FF: 5-6 
CH2Cl2 H 
250µg/1ml 
FF: 24-25 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 3* 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
FF: 5-7 
ACOET  H 
250µg/1ml 
FF: 10-14 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
FF: 1-2 
METOH  H 
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH  H 
1000µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET  T 
250µg/1ml 
FF: 2-5 
METOH  T 
500µg/1ml 
 
Bacteria 
 
H FF: 3* 
CH2Cl2 H 
500µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 24-25 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 3* 
ACOET  H 
500µg/1ml 
FF: 8-9 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
FF: 10-14 
ACOET  H 
500µg/1ml 
FF: 1-2 
METOH  H 
250µg/1ml 
Extracto 
ETOH  H 
500µg/1ml 
FF: 4-5 
ACOET  T 
1000µg/1ml 
FF: 2-5 
METOH  T 
250µg/1ml 
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 Sinflorescencias #1 y Sinflorescencias #2. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 
A 
FF: 1* 
CH2Cl2 S1 
1000µg/1ml 
FF: 6-14 
CH2Cl2  S1 
250µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  S1 
1000µg/1ml 
FF: 6-14 
CH2Cl2  S1 
250µg/1ml 
FF: 1-3 
METOH  
S1 
500µg/1ml 
 
Control 
 
Bacteria 
 
FF: 1-4 
CH2Cl2  S2 
1000µg/1ml 
FF: 9-17 
CH2Cl2  S2 
250µg/1ml 
FF: 2* 
METOH  
S2 
500µg/1ml
 
B 
FF: 1* 
CH2Cl2  S1 
500µg/1ml 
FF: 1* 
ACOET S1 
1000µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  S1 
500µg/1ml 
FF: 1* 
ACOET S1 
1000µg/1ml 
FF: 1-3 
METOH  
S1 
250µg/1ml 
 
Control 
 
Bacteria 
 
FF: 1-4 
CH2Cl2 S2 
500µg/1ml 
FF:  1-3 
ACOET  S2 
1000µg/1ml 
FF: 2* 
METOH  H
250µg/1ml
 
C 
FF: 1* 
CH2Cl2  S1 
250µg/1ml 
FF: 1* 
ACOET S1 
500µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  S1 
250µg/1ml 
FF: 1* 
ACOET  S1 
500µg/1ml 
FF: 4-5 
METOH  
S1 
1000µg/1ml 
 
Control 
 
Bacteria 
 
FF: 1-4 
CH2Cl2  S2 
250µg/1ml 
FF: 1-3 
ACOET  S2 
500µg/1ml 
FF: 3* 
METOH  
S2 
1000µg/1ml
 
D 
FF: 2-5 
CH2Cl2  S1 
1000µg/1ml 
FF: 1* 
ACOET  S1 
250µg/1ml 
FF: 5* 
ACOET  S1 
1000µg/1ml 
FF: 1* 
ACOET  S1 
250µg/1ml 
FF: 4-5 
METOH  
S1 
500µg/1ml 
 
Control 
 
Bacteria 
 
FF: 5-8 
CH2Cl2  S2 
1000µg/1m 
FF: 1-3 
ACOET  S2 
250µg/1ml 
FF: 3* 
METOH S2
500µg/1ml
 
E 
FF: 2-5 
CH2Cl2  S1 
500µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET  S1 
1000µg/1ml 
FF: 5* 
ACOET  S1 
500µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET S1 
1000µg/1ml 
FF: 4-5 
METOH  
S1 
250µg/1ml 
 
Control 
 
Control 
FF: 5-8 
CH2Cl2  S2 
500µg/1ml 
FF: 4-16 
ACOET  S2 
1000µg/1ml 
FF: 3* 
METOH  
S2 
250µg/1ml
 
F 
FF: 2-5 
CH2Cl2  S1 
250µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET S1 
500µg/1ml 
FF: 5* 
ACOET  S1 
250µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET S1 
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH  S 
1000µg/1ml 
 
Control 
 
Control 
FF: 5-8 
CH2Cl2 S2 
250µg/1ml 
FF: 4-16 
ACOET  S2 
500µg/1ml 
FF: 4-5 
METOH  
S2 
1000µg/1ml
 
G 
FF: 6-14 
CH2Cl2  S1 
1000µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET S1 
250µg/1ml 
FF: 1-3 
METOH  
S1 
1000µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET  S1 
250µg/1ml 
Extracto 
ETOH  S 
500µg/1ml 
Bacteria Bacteria FF: 9-17 
CH2Cl2  S2 
1000µg/1ml 
FF: 4-16 
ACOET  S2 
250µg/1ml 
FF: 4-5 
METOH  
S2 
500µg/1ml
 
H 
FF: 6-14 
CH2Cl2  S1 
500µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  S1 
1000µg/1ml 
FF: 1-3 
METOH  
S1 
500µg/1ml 
FF: 1-3 
METOH  
S1 
1000µg/1ml 
Extracto 
ETOH  S 
250µg/1ml 
Bacteria Bacteria FF: 9-17 
CH2Cl2 S2 
500µg/1ml 
FF: 2* 
METOH  
S2 
1000µg/1ml 
FF: 4-5 
METOH  
S2 
250µg/1ml
 A2 = A4 F2 = F4 H2 = A3 H3 = A5 G10 = B12  H: Hojas                             S1: Sinflorescencias #1
E2 = E4 = E11  G2 = G4 G3 = H4 F10 = A12 H10 = C12  T: Tallos                             S2: Sinflorescencias #2.
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Anexo II: Cuadros guías para evaluación de actividad antimicótica (hongo Pyricularia oryzae) con las fracciones finales 
Spiculigera mediante el análisis de CIM.  
 
 Hojas- Tallos 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A FF: 1* 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 3* 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 26-31 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 3* 
ACOET  H 
250µg/1ml 
 
Control 
 
Hongo 
FF: 8-9 
ACOET  H 
500µg/1ml 
FF: 3-8 
METOH  H 
1000µg/1ml 
Extracto 
ETOH
250µg/1ml
B FF: 1* 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 4* 
CH2Cl2H 
1000µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 26-31 
CH2Cl2 H 
500µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
 
Control 
 
Hongo 
FF: 8-9 
ACOET  H 
250µg/1ml 
FF: 3-8 
METOH  H 
500µg/1ml 
FF: 1
CH2Cl
1000µg/1ml
C FF: 1* 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 4* 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 14-23 
CH2Cl2 H 
1000µg/1ml 
FF: 26-31 
CH2Cl2 H 
250µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  H 
500µg/1ml 
 
Control 
 
Hongo 
FF: 10-14 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
FF: 3-8 
METOH  H 
250µg/1ml 
FF: 1
CH2Cl
500µg/1ml
D FF: 2* 
CH2Cl2 H 
1000µg/1ml 
FF: 4* 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 14-23 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 32-35 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  H 
250µg/1ml 
 
Control 
 
Hongo 
FF: 10-14 
ACOET  H 
500µg/1ml 
FF: 9-11 
METOH  H 
1000µg/1ml 
FF: 1
CH2Cl
250µg/1ml
E FF: 2* 
CH2Cl2 H 
500µg/1ml 
FF: 5-6 
CH2Cl2  H 
1000µg/1ml 
FF: 14-23 
CH2Cl2 H 
250µg/1ml 
FF: 32-35 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 5-7 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
  FF: 10-14 
ACOET  H 
250µg/1ml 
FF: 9-11 
METOH  H 
500µg/1ml 
FF: 2
ACOET
1000µg/1ml
F FF: 2* 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 5-6 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 24-25 
CH2Cl2 H 
1000µg/1ml 
FF: 32-35 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 5-7 
ACOET  H 
500µg/1ml 
  FF: 1-2 
METOH  H 
1000µg/1ml 
FF: 9-11 
METOH  H 
250µg/1ml 
FF: 2
ACOET
500µg/1ml
G FF: 3* 
CH2Cl2 H 
1000µg/1ml 
FF: 5-6 
CH2Cl2  H 
250µg/1ml 
FF: 24-25 
CH2Cl2 H 
500µg/1ml 
FF: 3* 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
FF: 5-7 
ACOET  H 
250µg/1ml 
  FF: 1-2 
METOH  H 
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH   H 
1000µg/1ml 
FF: 2
ACOET
250µg/1ml
H FF: 3* 
CH2Cl2  H 
500µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2 H 
1000µg/1ml 
FF: 24-25 
CH2Cl2 H 
250µg/1ml 
FF: 3* 
ACOET  H 
500µg/1ml 
FF: 8-9 
ACOET  H 
1000µg/1ml 
  FF: 1-2 
METOH  H 
250µg/1ml 
Extracto 
ETOH  H  
500µg/1ml 
FF: 4
ACOET
1000µg/1ml
 
 H: Hojas                             S1: Sinflorescencias #1 
T: Tallos                             S2: Sinflorescencias #2. 
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 Sinflorescencias #1 y Sinflorescencias #2. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
A FF: 1* 
CH2Cl2 S1  
1000µg/1ml 
FF: 6-14 
CH2Cl2  S1  
250µg/1ml 
FF: 4* 
 ACOET  
S1  
500µg/1ml 
FF: 4-5  
METOH  
S1  
1000µg/1ml 
FF: 1-4 
CH2Cl2 S2  
250µg/1ml 
 
Control 
 
Hongo  
FF: 1-3  
ACOET  S2  
500µg/1ml 
FF: 3*  
METOH  
S2  
1000µg/1ml 
B FF: 1* 
CH2Cl2  S1  
500µg/1ml 
FF: 1*  
ACOET S1  
1000µg/1ml 
FF: 4* 
ACOET  S1  
250µg/1ml 
FF: 4-5  
METOH  
S1  
500µg/1ml 
FF: 5-8 
CH2Cl2  S2 
1000µg/1m 
 
Control 
 
Hongo   
FF: 1-3  
ACOET  S2  
250µg/1ml 
FF: 3*  
METOH S2 
500µg/1ml 
C FF: 1* 
CH2Cl2 S1  
250µg/1ml 
FF: 1*  
 ACOET S1  
500µg/1ml 
FF: 5* 
ACOET  S1  
1000µg/1ml 
FF: 4-5  
METOH  
S1 
250µg/1ml 
FF: 5-8 
CH2Cl2  S2  
500µg/1ml 
 
Control  
 
Hongo 
FF: 4-16 
ACOET  S2  
1000µg/1ml 
FF: 3*  
METOH  
S2 
250µg/1ml 
D FF: 2-5 
CH2Cl2  S1  
1000µg/1ml 
FF: 1*  
ACOET  S1 
250µg/1ml 
FF: 5*  
ACOET  S1  
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH  S 
1000µg/1ml 
FF: 5-8 
CH2Cl2 S2  
250µg/1ml 
 
Control  
 
Hongo  
FF: 4-16 
ACOET  S2  
500µg/1ml 
FF: 4-5  
METOH  
S2  
1000µg/1ml 
E FF: 2-5 
CH2Cl2  S1  
500µg/1ml 
FF: 2-3  
ACOET  S1  
1000µg/1ml 
FF: 5* 
 ACOET  
S1 
250µg/1ml 
Extracto 
ETOH  S   
500µg/1ml 
FF: 9-17 
CH2Cl2 S2  
1000µg/1ml 
 
 
 FF: 4-16  
ACOET  S2  
250µg/1ml 
FF: 4-5  
METOH  
S2  
500µg/1ml 
F FF: 2-5 
CH2Cl2 S1  
250µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET  S1  
500µg/1ml 
FF: 1-3  
METOH  
S1  
1000µg/1ml 
Extracto 
ETOH  S  
250µg/1ml 
FF: 9-17 
CH2Cl2  S2  
500µg/1ml 
  FF: 2*  
METOH  
S2  
1000µg/1ml 
FF: 4-5 
METOH  
S2 
250µg/1ml 
G FF: 6-14 
CH2Cl2  S1  
1000µg/1ml 
FF: 2-3 
ACOET S1  
250µg/1ml 
FF: 1-3  
METOH  
S1  
500µg/1ml 
FF: 1-4 
Ch2cl2  S2  
1000µg/1ml 
FF: 9-17  
CH2Cl2  S2  
250µg/1ml 
  FF: 2*  
METOH  
S2  
500µg/1ml 
 
H FF: 6-14 
CH2Cl2  S1  
500µg/1m 
FF: 4*  
ACOET  S1 
1000µg/1ml 
FF: 1-3  
METOH  
S1 
250µg/1ml 
FF: 1-4 
Ch2cl2  S2  
500µg/1ml 
FF:  1-3 
ACOET  S2  
1000µg/1ml 
  FF: 2* 
METOH  H 
250µg/1ml 
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Anexo III: Cuadros guías para la determinación de la actividad citotóxica de fracciones finales de Iresine spiculigera
 
 Hojas- Tallos 
 1 2R 3 4R 5 6 7 8 9R 10
A FF: 1* 
CH2Cl2  H  
1000µg/1ml 
FF: 1* 
CH2Cl2  H  
1000µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2  H  
1000µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2 H  
1000µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
  
½ solo 
Extracto 
ETOH  H 
250µg/1ml 
Extracto 
ETOH  H 
250µg/1ml 
FF: 
METOH
500µg/1ml
B FF: 1* 
CH2Cl2  H  
500µg/1ml 
FF: 1* 
CH2Cl2  H  
500µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2  H  
500µg/1ml 
FF: 7-12 
CH2Cl2  H  
500µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
FF: 4-5  
ACOET  T  
500µg/1ml 
FF: 4-5  
ACOET  T  
500µg/1ml 
FF: 
METOH
250µg/1ml
C FF: 2* 
CH2Cl2  H  
250µg/1ml 
FF: 2* 
CH2Cl2  H  
250µg/1ml 
FF: 24-25 
CH2Cl2H  
250µg/1ml 
FF: 24-25 
 CH2Cl2  H  
250µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
FF: 1*  
METOH  T  
500µg/1ml 
FF: 1*  
METOH  T  
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH
1000µ
D FF: 3* 
CH2Cl2 H  
500µg/1ml 
FF: 3* 
CH2Cl2 H  
500µg/1ml 
FF: 32-35 
CH2Cl2 H  
250µg/1ml 
FF: 32-35 
CH2Cl2  H  
250µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
FF: 1*  
METOH  T 
250µg/1ml 
FF: 1*  
METOH  T 
250µg/1ml 
Extracto 
ETOH
500µg/1ml
E FF: 3* 
CH2Cl2 H  
250µg/1ml 
FF: 3* 
CH2Cl2  H  
250µg/1ml 
FF: 3*  
ACOET  H  
250µg/1ml 
FF: 3*  
ACOET  H  
250µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
FF: 2-5  
METOH  T  
1000µg/1ml 
FF: 2-5  
METOH  T  
1000µg/1ml 
Extracto 
ETOH
250µg/1ml
F FF: 4* 
CH2Cl2 H  
1000µg/1ml 
FF: 4* 
CH2Cl2  H  
1000µg/1ml 
FF: 1-2 
METOH  H 
250µg/1ml 
FF: 1-2 
METOH  H 
250µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
FF: 2-5  
METOH  T  
500µg/1ml 
FF: 2-5  
METOH  T  
500µg/1ml 
 
G FF: 4* 
CH2Cl2  H  
500µg/1ml 
FF: 4* 
CH2Cl2 H  
500µg/1ml 
FF: 9-11 
METOH  H 
250µg/1m 
FF: 9-11 
METOH  H 
250µg/1m 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
FF: 2-5  
METOH  T 
250µg/1ml 
FF: 2-5  
METOH  T 
250µg/1ml 
H FF: 5-6 
CH2Cl2  H  
250µg/1ml 
FF: 5-6 
CH2Cl2 H  
250µg/1ml 
Extracto 
ETOH  H 
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH  H 
500µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
FF: 6-11  
METOH  T  
1000µg/1ml 
FF: 6-11  
METOH  T  
1000µg/1ml 
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 Sinflorescencias #1 y Sinflorescencias #2. 
 
 1 2R 3 4R 5 6 7 8 9R 
A FF: 1* 
CH2Cl2 S1  
1000µg/1ml 
FF: 1* 
CH2Cl2S1  
1000µg/1ml 
FF: 1-3  
METOH  
S1  
1000µg/1ml 
FF: 1-3  
METOH  
S1  
1000µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
  
½ solo 
FF: 4-5  
METOH  
S2  
1000µg/1ml 
FF: 4-5  
METOH  
S2  
1000µg/1ml
B FF: 1* 
CH2Cl2 S1  
500µg/1ml 
FF: 1* 
CH2Cl2 S1  
500µg/1ml 
FF: 1-3  
METOH  
S1 
500µg/1ml 
FF: 1-3  
METOH  
S1 
500µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
FF: 4-5  
METOH  
S2  
500µg/1ml 
FF: 4-5  
METOH  
S2  
500µg/1ml
C FF: 2-5 
CH2Cl2 S1  
500µg/1ml 
FF: 2-5 
CH2Cl2  S1  
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH Flor  
1000µg/1ml 
Extracto 
ETOH S  
1000µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
  
D FF: 6-14 
Ch2cl2  S1 
1000µg/1ml 
FF: 6-14 
CH2Cl2  S1 
1000µg/1ml 
Extracto 
ETOH Flor   
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH  S   
500µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
  
E FF: 6-14 
CH2Cl2S1  
500µg/1ml 
FF: 6-14 
CH2Cl2S1  
500µg/1ml 
Extracto 
ETOH Flor  
250µg/1ml 
Extracto 
ETOH  S  
250µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
  
F FF: 6-14 
CH2Cl2S1  
250µg/1ml 
FF: 6-14 
CH2Cl2 S1  
250µg/1ml 
FF: 5-8 
Ch2cl2  S2 
1000µg/1m 
FF: 5-8 
CH2Cl2 S2 
1000µg/1m 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
  
G FF: 2-3  
ACOET  S1  
1000µg/1ml 
FF: 2-3  
ACOET  S1  
1000µg/1ml 
FF: 2*  
METOH  
S2  
1000µg/1ml 
FF: 2*  
METOH  
S2  
1000µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
  
H FF: 4*  
ACOET  S1 
1000µg/1ml 
FF: 4*  
ACOET  S1 
1000µg/1ml 
FF: 2*  
METOH  
S2  
500µg/1ml 
FF: 2*  
METOH  
S2  
500µg/1ml 
 
½ +DMSO 
 
½+ Células  
 
½ solo 
  
 
H: Hojas                             S1: Sinflorescencias #1 
T: Tallos                             S2: Sinflorescencias #2. 
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Anexo IV: Certificación taxonómica por HUQ. 
 
